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(57) Abstract 

The invention concerns a method for de- 
lecting and/or quantifying a target nucleotide 
sequence (2) present in a biological sample 
characterised in that it comprises a "sandwich" 
type contacting of the target nucleotide se- 
quence (2) with a trapper single strand nu- 
cleotide sequence (5) fixed on an insoluble 
solid support (3) and complementary of part 
(7) of said target nucleotide sequence (2) and 
with one or several nucleotide sequences (6, 
11) of which at least one is marked (6), the 
said nucleotide sequence(s) (6, 11) being com- 
plementary of another part (8) of the target nu- 
cleotide sequence (2); in that the trapper nucleotide sequence (5) is fixed covalently by one of its ends on the solid support (3), and has 
a length between 50 and 500 bases; and in that the part (10) of the trapper nucleotide sequence (5) which is not hybridised with the part 
(7) of the target nucleotide sequence (2) has less than 60 bases. The invention also concerns the kit for detecting and/or quantifying for 
implementing this method and the use of one standard quantifying nucleotide sequence. 

(57) Abrege' 

La presente invention concerne un proc6d6 de detection et/ou de quantification d'une sequence nucleotidique cible (2) presente dans 
un fchantillon biologique caract£ris6 en ce qu'il comprend une mise en contact de type "sandwich" de la sequence nucleotidique cible (2) 
avec une s6quence nucleotidique monobrin trappeur (5) fixee sur un support solide insoluble (3) et compl6mentaire d'une partie (7) de 
ladite sequence nucleotidique cible (2) et avec une ou plusieurs sequences (6, 11) nucleotidiques dont au moins une est marquee (6), la 
ou lesdites sequences nucleotidiques (6, 1 1) dtant complementaires d'une autre partie (8) de la sfquence nucleotidique cible (2); en ce que 
la sequence nucleotidique trappeur (5) est fix6e de manifcre covalente par Tune de ses extr6mit6s sur le support solide (3), comporte une 
longueur comprise entre 50 et 500 bases; et en ce que la partie (10) de la sdquence nucleotidique trappeur (5) qui ne s'hybride pas avec la 
partie (7) de la sequence nucleotidique cible (2) est inferieure a 60 bases. La pr6sente invention concerne 6galement la trousse de detection 
et/ou de quantification pour la mise en oeuvre de ce proc6d6 et l'utilisation d'une sequence nucleotidique standard de quantification. 
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PROCEDE ET TROUSSE DE DIAGNOSTIC ET/OTJ DE QUANTIFICATION 
PAR HYBRIDATION DE TYPE SANDW ICH DE SEQUENCES D'Af?Ifl gg 
10 NUCLEIOUES SUR SUP PORT SOLIDE 

Ob jet de 1' invention 

La present e invention concerne un procede et 
une trousse comprenant des reactifs pour la detection et/ou 
15 la quantification par hybridation de type sandwich de 
sequences d'acides nucleiques sur un support solide. 



Arriere-Plan technoloaicrue a la base de 1' invention 

II est connu de fixer de l'ADN de maniere 
20 covalente sur un support et de l'utiliser comme sequence 
nucleotidique capteur pour fixer une sequence nucleotidique 
cible ou standard (destinee a la quantification de la 
sequence cible) et pouvoir la detecter directement, si elle 
est fixee a une molecule chimique detectable. Dans le cas 
25 ou la sequence nucleotidique cible ou standard a identifier 
n'est pas marquee, on peut realiser une hybridation de type 
"sandwich" en utilisant une sequence nucleotidique marquee. 

La sequence nucleotidique marquee sera 
immobilisee si la sequence nucleotidique cible ou standard 
30 est presente et immobilisee sur une sequence nucleotidique 
trappeur. La sequence nucleotidique cible ou standard est 
alors prise en sandwich entre la sequence nucleotidique 
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trappeur et la sequence nucleotidique marquee, par une 
double reconnaissance, ce qui augmente la specif icite , 
reduit le bruit de fond, et permet une quantification des 
sequences nucleotidiques. Cela n'est possible que si 
5 1 ' hybridation est realisee de maniere quantitative et 
reproductible. Ceci est d'autant plus vrai que le rendement 
de cette hybridation est grand. 

L'interet d'une telle hybridation 

quantitative est la mesure d'acides nucleiques provenant 

10 "d" agents biologiques " pathogenes ou non comme les virus, 
champignons, bacteries, mycoplasmes , cellules ou tissus 
animaux et vegetaux, souvent amplifies par une etape 
d' amplification, telle que la PCR (Polymerase Chain 
Reaction (US Patent 4965188), la LCR (Landegren et al . , 

15 1988, Science, 241, 1077-1080), le NASBA (Kievits et al . 
1991, J. Virol. Methods 35. 273-286), la CPR (Cycling Probe 
Reaction (WO Patent 95/14106) ou I'ICR. 

Cependant, la detection des sequences 
amplifiees (appelees ci-apres amplicons) necessite de 

20 realiser une detection specifique sensible et facilement 
adaptee a un grand nombre d' echantillons . 

Une premiere solution consiste a utiliser des 
billes, tel que decrit dans la demande de brevet EP- 
0205532, ou des billes de Sephacryl de 5 a 50 fim sont 

25 activees par diazotasion d' amines aromatiques. D 1 autre 
part, les plaques multipuits servent deja de base pour 
beaucoup de tests, notamment les ELISA et de nombreux 
appareils de lecture en photometrie, fluorescence, 
luminescence existent deja pour la lecture de ces plaques. 

30 Cependant, il faut pouvoir immobiliser les sequences 
nucleotidiques cibles ou standards sur ces plaques afin de 
pouvoir les detecter et/ou les quantifier. 
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Cette fixation peut s'obtenir par simple 
adsorption (reaction non covalente) , et permet de mesurer 
des amplicons presents en solution (Dahlem et al . 1987, 
Mol. Cell. Probes 1. 159-168; Cross et al . 1992, The Lancet 
5 340. 870-373 ; Allibert et al . , EP 486661). Cependant ces 
methodes souffrent d'une absence de controle du processus 
d' adsorption (qui necessite* de travailler avec de tres 
grands fragments, souvent des plasmides entiers, et 
entraine 1 ' utilisation de trappeurs doubles brins qui 

10 peuvent se reassocier) et de la difficulty d' opt imaliser la 
taille et la sequence nucleotidique trappeur du fait des 
aleats lies a 1 ' adsorption. 

Dans differents documents de l'etat de la 
technique, on a cherche a opt imaliser la longueur d'une 

15 sequence simple brin pouvant servir de trappeur pour une 
sequence cible et caracteriser la longueur de la sequence 
cible necessaire pour etre detectee dans les meilleures 
conditions . 

Dans le document "J. of Clin. Microbiol" 
20 (Vol. 28, juin 1990, pp. 1469-1472), Inouye et Hondo et al . 
decrivent un procede d ' hybridation directe sur des 
sequences fixees sur des microplaques de segments d'ADN de 
differentes longueurs. Cette hybridation s'effectue sur des 
segments trappeurs d'ADN adsorbes de maniere non covalente 
25 sur ces microplaques. Des trappeurs de longueurs 
differentes sont adsorbes et hybrides avec une sequence 
biotinylee de 642 paires de base. On observe avec les 
differentes sequences la meme courbe d ' hybridation , mais 
une efficience d 1 hybridation croissante en fonction de la 
30 taille des fragments. Sur base de cette experimentation, 
les auteurs ont conclu qu'il est preferable que la sequence 
cible a identifier presente une longueur de plus de 300 
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paires de base. Comme 1' adsorption de l'ADN sur le 
plastique se fait sur de tres grandes longueurs et se fait 
en plusieurs endroits, ceci rend impossible la connaissance 
des longueurs disponibles pour obtenir une hybridation 
5 efficace. 

Dans le document "Analytical Biochem. " (No. 
177, pp. 27-32 (1989)), Keller et al . decrivent un procede 
d * hybridation de type sandwich utilisant comme sequence 
trappeur un fragment de 3300 paires de base servant a la 

10 detection d'une sequence cible de 190 paires de base qui 
est egalement complementaire d'une autre sequence marquee, 
la sequence trappeur simple brin etant fixee par une 
fonction NH2 de maniere covalente a un support solide. 
Comme il apparait a la figure 2 de ce document, il n'existe 

15 qu'un recouvrement tres partiel de la sequence trappeur et 
de la sequence marquee par la sequence cible. 

Dans la publication "Clin. Chem. " (No. 31, 
pp. 1438-1443 (1985)), Polsky-Cinky et al . decrivent un 
procede dans lequel la sequence trappeur comporte 4800 

20 paires de base dont 800 paires de base sont complementaires 
de la sequence cible de 1600 paires de base a detecter. 
Comme il apparait dans la figure 1 de ce document, la 
sequence cible est complementaire dans 1 ' hybridation d'une 
autre sequence nucleot idique marquee. 

25 La demande de brevet japonais JP-8089300 

decrit une sequence trappeur presentant une longueur 
inferieure a 30000 paires de base et comportant au moins 10 
unite repetitives de 100 paires de base susceptibles de 
s'hybrider en serie selon la meme orientation avec des 

30 sequences cibles a detecter et augmente la sensibilite des 
methodes tradit ionnelles . 
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La demande de brevet EP-0079139 decrit une 
sequence trappeur simple brin de 1200 a 1500 paires de base 
s'hybridant avec des sequences cibles de 600 a 700 paires 
de base, detectees par une hybridation sandwich au moyen 
5 d'une sequence marquee et complementaire d'une autre 
portion de la sequence cible. 

Cependant, dans tous ces dispositifs 
d 1 hybridation bases sur une hybridation simple ou une 
hybridation sandwich, on observe un mauvais recouvrement de 

10 la sequence trappeur par la sequence cible, ainsi qu'un 
mauvais recouvrement de la sequence cible par la sequence 
trappeur et/ou la sequence marquee. Par consequent, en 
utilisant de tres longues sequences trappeurs pour la 
detection ou de tres longues sequences cibles a detecter, 

15 on observe des reploiements des sequences sur elles-memes 
ou avec d'autres sequences "parasites" presentes dans 
1 ' echantillon (sequences complementaires d'une sequence 
amplicon, etc . ) . 

Dans le document "Nucleic Acid Research" 

20 (Vol. 21, No. 15, pp. 3469-3472 (1993)), Kosaka et al . 
decrivent des sequences trappeurs fixees par une liaison 
covalente sur des microplaques . Ces sequences trappeurs 
tres courtes (de 1 ' ordre de 17 paires de base) sont 
utilisees pour obtenir une hybridation de sequences cibles 

25 a identifier et a quantifier en presence de sequences 
similaires marquees. Comme il apparait dans la figure 2 de 
ce document, malgre la faible longueur de la sequence 
trappeur, il n'existe pas de recouvrement optimal de cette 
sequence trappeur par la sequence cible a quantifier. 

30 Dans le document "Clin. Chem. " (No. 40/2, 

pp. 200-205 (1994)), Rasmussen et al . decrivent une 
sequence trappeur simple brin fixee par une liaison 
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covalente a des microplaques . Cette sequence trappeur tres 
courte (25 nucleotides) est utilisee pour obtenir 
1 ' hybridation de sequences cibles de 350 a 500 paires de 
base . 

5 Dans la demande de brevet WO94/06933, on 

decrit un precede d ' hybridation sandwich au moyen d'une 
sequence trappeur fixee sur' microplaques par hybridation 
sandwich d'une sequence cible s'hybridant avec une sequence 
marquee. Cependant, dans les exemples d 1 execution, les 

10 sequences trappeurs sont d'une vingtaine de nucleotides 
utilisees pour 1 1 hybridation de sequences cibles de 400 a 
600 paires de base. Lorsque la sequence nucleot idique 
trappeur est tres c'ourte, on observe un mauvais 
recouvrement de la sequence cible et un reploiement de la 

15 sequence cible sur elle-meme ou une rehybridation de 
sequences cibles entre elles. De plus, le faible 
pourcentage d 1 hybridation de la sequence cible sur la 
sequence trappeur diminue la sensibilite. 

Dans le document "Journ. of Clin. Microbiol." 

20 (Vol. 33, pp. 752-754 (1995)), Shaw et al . decrivent un 
procede utilisant une sequence trappeur simple brin de 188 
paires de base adsorbee sur des microplaques, cette 
sequence trappeur biotinylee permettant d'hybrider une 
sequence biotinylee cible de 245 paires de base. Cette 

25 technique d ' hybridation non basee sur la reconnaissance de 
type sandwich presente un mauvais recouvrement de la 
sequence trappeur par la sequence cible, et dans tous les 
cas, un mauvais recouvrement de la sequence cible sur au 
moins une soixantaine de paires de base. Par consequent, 

30 cette portion de 60 paires de base suffit pour obtenir des 
reploiements de la sequence cible, voire de la sequence 
tracoeur, sur elle-meme, dont les structures secondaires 
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sont susceptibles de perturber 1 1 hybridation entre la 
sequence trappeur et la sequence cible, ce qui diminue la 
sensibilite du test. 

Dans le document "Journ. of Chem. Microbiol." 
5 (Vol. 9, pp. 638-641 (1991)), Keller et al . decrivent une 
sequence trappeur simple brin fixee (de maniere aleatoire 
par 1' usage de diamino hexane) par une liaison covalente 
sur des microplaques , cette sequence trappeur simple brin 
presentant une longueur de 126 paires de base, dont au 

10 moins une portion est susceptible de s'hybrider avec une 
sequence cible de 191 paires de base. Le document mentionne 
que la sequence simple brin n'est complementaire que d'une 
partie de la sequence cible de 191 paires de base, mais 
n'est pas susceptible d'obtenir un recouvrement complet, en 

15 particulier des sequences primers de part et d' autre de 
cette sequence cible de maniere a eviter toute homologie de 
recouvrement entre les primers et la sequence simple brin. 
On observe done aux deux extremites de la sequence cible 
plus de 3 0 paires de base qui ne sont pas recouvertes par 

20 la sequence trappeur, la reconnaissance de 1 ■ hybridation 
etant detectee par le marquage de la sequence cible par de 
la biotine fixee et peut etre reconnue par le conjugue 
streptavidine peroxydase permettant sa detection par 
colorimetrie . On obtient un mauvais recouvrement de la 

25 sequence cible a quantifier et un reploiement de la 
sequence cible et de I'extremite de la sequence trappeur 
fixee sur le support solide. De plus, la fixation du 
trappeur au puits se fait de maniere aleatoire et la 
portion de la sequence du trappeur accessible a la sequence 

30 cible n'est pas connue . 

La demande de brevet EP- 0205532 decrit une 
sequence trappeur de 341 paires de base fixee de maniere 
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covalente sur des microbilles , cette sequence trappeur 
etant susceptible de reagir avec une sequence cible pour 
obtenir un recouvrement de la sequence trappeur sur la 
sequence cible de 175 paires de base ; la sequence cible 
5 reagissant avec une sequence marquee de 201 paires de base 
par hybridation sandwich. Cependant , ce document ne decrit 
pas un recouvrement optimal de la sequence trappeur simple 
brin par la sequence cible. On observe, au niveau de la 
sequence trappeur simple brin, une portion libre de 166 

10 paires de base au niveau de laquelle des reploiements de la 
sequence trappeur simple brin sur elle-meme ou 
1 1 appariement avec d'autres sequences presentes dans 
1 ' echantillon sont susceptibles de diminuer le pourcentage 
de sequence cible s'hybridant sur la sequence trappeur, et 

15 la sensibilite de la detection et/ou de la quantification. 

Les methodes d ' amplification genetique (PCR, 
LCR, NASBA) a des fins de diagnostic et de dosage d'acides 
nucleiques presentent egalement des problemes au niveau 
d'une quantification optimale desdits acides nucleiques. En 

20 effet, dans une etape de quantification, il faut realiser 
une detection et une quantification dans chacune des 3 
etapes du dosage a savoir : 

1) 1' extraction quantitative (souvent complexe) de 1'acide 
nucleique de 1 1 echantillon biologique; 
25 2) 1 * amplification quantitative de la sequence etudiee; et 
3) la mesure quantitative du nombre de sequences amplifiees 
(appelees amplicons) . 

Ces methodes d 1 extraction se sont ameliorees 
ces dernieres annees et le rendement de ces extractions est 
30 tres souvent superieur a 90 %, et permet de considerer 
cette etape comme non limitante dans I 1 ensemble du 
processus de quantification de i'acide nucleique. 
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L' etape d ' amplification, notamment par la 
Polymerase Chain Reaction (PCR) (brevet US-4965188) , pose 
de grosses difficultes pour ce qui est du controle de la 
quantification et de la detection. 
5 Dans 1 ' amplification, la premiere etape 

consiste a desapparier les doubles brins d'ADN, souvent de 
tres grande longueur (et evehtuellement stabilises par des 
proteines ou molecules diverses) , et a faire monter la 
temperature pour que les deux brins soient separes. 

10 La deuxieme etape est 1 1 appariement 

(annealing) des oligonucleotides amorces. Ceux-ci sont en 
tres large exces par rapport a I'ADN a amplifier et 1 1 on 
peut trouver des conditions dans lesquelles cette 
reconnaissance est optimale. Ensuite vient 1' elongation de 

15 l'ADN a partir des amorces par I'ADN polymerase, qui doit 
se faire dans des conditions optimales (pH, temperature, 
sels, dNTP, ...) pour rencontrer les sites de fixation 
Amorces-ADN. Meme dans les conditions optimalisees , on 
constate que le rendement (ou taux) d 1 amplification, c'est- 

20 a-dire la proportion moyenne des molecules qui se 
dupliquent au cours d'un cycle ne depasse pas 90% et peut 
etre meme tres inferieure a cette valeur (J. Peccoud, 1993, 
Med/sci, 2, 1379) . 

De plus, on trouve une variability d'un 

25 echantillon a 1' autre, d'un meme echantillon en fonction de 
la dilution et meme d'un tube a 1' autre pour un meme 
echantillon (J. Peccoud, 1993, Med/sci, 12, 1378-1385) . 

La methode d 1 ampl i f ication par Ligase Chain 
Reaction (LCR) (Landegren et al . , 1988, Science, 241 , 1077- 

30 1080) et par NASBA presentent les memes difficultes de 
1' estimation du taux d 1 amplification et done de la 
quantification des sequences cibles a mesurer. 
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II existe plusieurs moyens d'obtenir une 
quantification de la sequence nucleotidique cible. Comme 
1 ■ amplification depend de tres nombreux facteurs et que des 
variations sont observees, on doit utiliser comme reference 
5 un standard qui soit le plus proche possible de la sequence 
cible et si possible qui est amplifie dans le meme tube. Un 
standard interne (c 1 est-a-dire place dans le meme tube de 
PCR et amplifie en meme temps que la sequence cible) est 
prefere a la comparaison avec un standard externe qui 
10 serait amplifie parallelement au test. L' utilisation d'un 
standard externe n'est possible que dans le cas ou la 
methodologie d ' amplification est standardisee et 
reproductible . 

II existe cependant une contrainte qui est 

15 celle de la detection quantitative et distincte des 2 
amplicons. Pour que l'efficience de 1 ' amplification soit la 
meme, il faut que les 2 sequences soient les plus 
semblables possible, tout en gardant la possibility de 
pouvoir les differentier lors de leur mesure. De plus, si 

20 pendant toute une serie de cycles, l'efficience est 
maintenue constante, on constate en fin d ' amplification un 
ralentissement de cette efficience qui fini par devenir 
nulle. On obtient un effet plateau pour lequel le nombre 
d' amplicons n'augmente plus avec le nombre de cycles. Ce 

25 ralentissement apparait a des endroits differents de la PCR 
en fonction du nombre de copies presentes au depart. Ceci 
complique 1 1 utilisation du standard interne qui continue a 
etre amplifie lorsque la cible est deja arrivee au plateau. 
Si la difference de concentration entre les 2 sequences est 

30 trop grande, 1 1 une des 2 arrivera au plateau alors que 
1' autre ne sera pas encore en concentrations suffisantes 
pour etre mesuree . Ces contraintes conduisent souvent les 
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auteurs a se limiter a des concentrations en standard 
interne tres proches de celles des sequences cibles et a 
travailler dans la zone d ' amplification logarithmique de la 
PGR, c'est-a-dire avec un nombre d'amplicons reduit. 
5 La demande de brevet WO96/09407 decrit un 

procede d ' amplification comprenant 1 1 utilisation d'un 
standard interne presentant une partie specifique 
differente de la sequence nucleotidique cible a quantifier 
par 17 acides animes. Dans ce cas, les sequence cible et 

10 standard de meme longueur sont quantifiers en les fixant a 
des biotines reagissant sur une streptavidine fixee sur un 
support solide. 

La demande de brevet WO93/10257 decrit un 
procede de quantification d'un fragment d'ADN par 

15 1' addition d'un standard interne different du fragment 
d'ADN cible a quantifier par moins de 10% en sequence et/ou 
en taille. La sequence nucleotidique standard differe du 
fragment d'ADN cible par une sequence specifique comportant 
une deletion, mutation ou addition en un site de 1 a 5 

20 nucleotides permettant 1 1 incorporation d'un site de 
restriction ou de coupure realisable par une enzyme ou tout 
autre moyen. La quantification s'effectue par une 
reconnaissance specifique du fragment d'ADN cible ou de la 
sequence nucleotidique standard par des amorces specifiques 

25 differentes. L ' utilisation d'amorces differentes 

s'hybridant avec les fragments dans des sites differents va 
generer des fragments marques de tailles et de sequences 
differentes , qui pourront etre separes par electrophorese . 
Ce procede est base sur une double verification de la 

30 specif icite d ' identification. Cependant, de tels procedes 
et dispositifs bases sur 1 1 identification selective de la 
sequence standard en une etape, ne garantissent pas une 



i 
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specif icite et une sensibilite suffisantes, ce qui peut 
occasionner la presence de faux positifs ou de faux 
negatifs lors d'une quantification d'une sequence 
nucleotidique cible . 

5 

Butg de l 1 invention 

La presente invention vise a fournir un 
nouveau procede et une trousse permettant une detection 
et/ou une quantification de sequence d'acides nucleiques 

10 qui ne presenteraient pas les inconvenients de 1 ' etat de la 
technique cite. 

Un but particulier de la presente invention 
vise a fournir un procede et une trousse permettant une 
hybridation optimale des sequences d'acides nucleiques, en 

15 particulier un haut pourcentage d ' hybridation de la 
sequence trappeur par une sequence cible ou standard, un 
faible risque de reploiement de ces sequences ou de la 
sequence trappeur sur elle-meme et un faible risque de re- 
appariement de ces sequences par des sequences 

20 complement aires presentes dans 1 ' echant illon . 

Un autre but de la presente invention est de 
fournir un procede et une trousse de detection et/ou de 
quantification presentant une specificite et une 
sensibilite ameliorees par rapport aux procedes et aux 

25 dispositifs de 1 • etat de la technique, en particulier pour 
la detection et/ou la quantification de tout type d'acides 
nucleiques presents dans un echantillon biologique et 
obtenus eventuel lement apres une amplification genetique. 

Un but additionnel de la presente invention 

30 vise a obtenir un procede et une trousse de detection et/ou 
de quantification de ladite sequence d'acides nucleiques 
cible qui permettent 1 ' ampiif icacion d'une sequence 
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standard interne ou externe quel que soit le nombre de 
cycles d ' amplification genetique. 

Elements caracteris tiqueg d e 1 1 invention 

5 La presente invention est relative a un 

procede de detection et/ou de quantification d'une sequence 
nucleotidique denommee "cible'" presente dans un echantillon 
biologique, caracterisee en ce qu'elle comprend une mise en 
contact de type "sandwich" de ladite sequence nucleotidique 

10 cible 2 avec une sequence nucleotidique denommee "trappeur" 
5 fixee sur un support solide insoluble 3, ladite sequence 
nucleotidique trappeur etant complementaire d'une partie 7 
de la sequence nucleotidique cible, la mise en contact de 
type "sandwich" s'effectuant egalement avec une ou 

15 plusieurs autre (s) sequence (s) nucleotidique (s) (6, 11) 
dont au moins une (6) est marquee, la ou lesdites 
sequence (s) nucleotidique (s) (6,11) (dont au moins une (6) 
est marquee) etant complementaire (s) d'une autre partie 8 
de la sequence nucleotidique cible 2 (une autre partie que 

20 celle 7 hybridee par la sequence nucleotidique "trappeur" 
5) ; en ce que la sequence nucleotidique trappeur 5 est 
fixee de maniere covalente par une de ses extremites au 
support solide 3; en ce que la sequence nucleotidique 
trappeur 5 comporte une longueur comprise entre 50 et 500 

25 bases, de preference entre 100 et 300 bases, plus 
particulierement entre 120 et 250 bases; et en ce qu'une 
partie 10 de la sequence nucleotidique trappeur 5 ne 
s'hybridant pas avec la partie 7 de la sequence 
nucleotidique cible 2 est inferieure a 60 bases, de 

30 preference inferieure a 40 bases ou inferieure a 20 bases, 
voire nulle. 
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Selon une forme d' execution preferee de 
1' invention, les parties 13 de la sequence nucleotidique 
cible 2 ne s'hybridant pas avec la sequence nucleotidique 
trappeur 5 et avec la ou le(s) sequence (s) nucleotidique (s) 
5 (6, 11) (dont au moins une (6) est marquee) , est inferieure 
a 60 bases, de preference inferieure a 40 bases, voire 
nulle . 

Dans la suite de la description, la ou les 
sequence (s) nucleotidique (s) (6, 11) (dont au moins une (6) 

10 est marquee) prendront la denomination de sequences 
nucleotidiques "helper" 11 lorsque la ou lesdites sequences 
ne sont pas marquees, et de sequences nucleotidiques 
"marquees" 6 lorsque cfelles-ci sont susceptibles d'etre 
reconnues directement ou indirectement par un systeme de 

15 detection et/ou de quantification, de preference choisi 
parmi le groupe constitue par la fluorescence, la 
chemolurninescence , 1 ' electroluminescence , la coloration, la 
detection par marquage radioactif, la bioluminescence , 
1 ' electrochimie, la reflexion de la lumiere, un procede 

20 optique ou un melange d'entre eux. 

Les sequences nucleotidiques "helper" 11 sont 
utilisees pour stabiliser le "sandwich" et obtenir un 
recouvrement le plus complet possible de la sequence 
nucleotidique cible 2 sur la sequence nucleotidique marquee 

25 6 et sur la sequence nucleotidique trappeur 5, ce qui 
augmente la sensibilite et la specificite du procede selon 
1 1 invention . 

Dans le procede de detection et/ou de 
quantification, 1 1 hybridation sandwich se realise de 
30 preference en deux etapes, c'est-a-dire que la premiere 
etape consiste en 1 1 hybridation de la sequence 
nucleotidique cible 2 sur la sequence nucleotidique 
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trappeur 5 et que la seconde etape est 1 ' hybridation de la 
sequence nucleotidique cible 2 par une ou plusieurs 
sequences nucleotidiques (6, 11) dont au moins une (6) est 
marquee. Les deux etapes sont de preference separees par 
5 une etape de lavage. Dans le mode d'utilisation prefere, 
les sequences sont choisies de maniere a ce que les 
conditions (temperature, concentration en sels, temps de 
reaction) soient compatibles pour les deux hybridations , ce 
qui permet de realiser 1 ' hybridation en une seule etape. 

10 Selon 1' invention, les sequences 

nucleotidiques cible et standard a detecter et/ou 
quantifier sont constitutes de tout type d'acide nucleique, 
ADN ou ARN. De preference, les sequences nucleotidiques 
trappeur, "helper" , marquee (s) et standard (s) utilisees 

15 selon la presente invention sont constitutes d 1 ADN de 
maniere a eviter toute destruction de ces sequences par des 
RNase eventuellement presentes dans 1 ' echantillon 
biologique . 

Avantageusement , les sequences nucleotidiques 
20 cible 2 et standard 1 sont le resultat d'une amplification 
prealable par un procede d ' amplification genetique, de 
preference choisi parmi le groupe constitue par la PCR, la 
LCR, la CPR, la NASBA ou l'ICR. 

Selon 1' invention, dans le cas ou la sequence 
25 nucleotidique cible 2 est un amplicon resultant d'une 
amplification genetique, la partie 9 terminale 5' de la 
sequence nucleotidique cible 2 peut etre laissee non 
recouverte par la ou les sequence (s) marquee (s) 6 et la ou 
les sequence (s) nucleotidique ( s ) "helper" 11, et est alors 
30 recouverte par une sequence nucleotidique "primer" 12 
(denommee egalement "amorce") complementaire , utilisee pour 
1 ' amplification de la sequence nucleotidique cible 2. Selon 
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1' invention, on peut considerer cette sequence 
nucleotidique "primer" 12 comme etant une sequence de type 
"helper". II est done possible d'obtenir egalement un 
recouvrement optimal, voire total, de la sequence 
5 nucleotidique cible 2 par la sequence nucleotidique 
trappeur 5, la ou les sequence (s) nucleotidique (s) 6 
marquee (s) , et eventuellement la ou les sequences 
nucleotidiques "helper" 11 et le primer 12. 

L 1 invention concerne egalement un procede de 
10 quantification d'une sequence nucleotidique cible 2 
presente dans un echantillon biologique, qui comprend les 
etapes suivantes : 

- une preparation d'une quant ite connue d'une sequence 
nucleotidique standard 1 possedant au moins une partie A 

15 commune a la sequence nucleotidique cible 2 et une partie 
specifique B dont la sequence est differente et possede 
un contenu en bases GC/AT proche, de preference 
identique, a la sequence d'une partie specifique B de la 
sequence nucleotidique cible 2, 

20 - une extraction eventuelle de la sequence nucleotidique 
cible 2 a quantifier de 1 ' echantillon biologique, 

- une amplification eventuelle de la sequence nucleotidique 
cible 2, et 

- une mise en contact de type "sandwich" des sequences 
25 nucleotidiques cible 2 et standard 1 avec une sequence 

nucleotidique trappeur 5, de preference telle que decrite 
ci-dessus, la sequence nucleotidique trappeur 5 etant 
complement a ire de la partie commune de la sequence 
nucleotidique cible eu de la sequence nucleotidique 
30 standard, la mise en contact de type "sandwich" 
s'effectuant egalement avec une ou plusieurs sequences 
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nucleotidiques (6, 11) dont au moins une (6) est marquee 
et complementaire de la partie specifique B de la 
sequence nucleotidique cible 2 ou de la partie specifique 
B de la sequence nucleotidique standard 1, 
5 - ledit precede comprenant egalement une quantification du 
rapport entre le marquage specifique de la sequence 
nucleotidique cible 2 et le marquage specifique de la 
sequence nucleotidique standard 1. 

On entend par "contenu en bases GC/AT 
10 proche", que le rapport en bases GC/AT du standard soit 
different de moins de 20% du rapport en bases GC/AT de la 
sequence nucleotidique cible. 

Par consequent, dans le procede de 
quantification selon 1' invention, on combine 

15 avantageusement la mise en contact de type "sandwich" telle 
que decrite precedemment ou non avec un dispositif de 
quantification par une sequence nucleotidique standard 
interne ou externe . 

Les parties specifiques B des sequences 
20 nucleotidiques standard et cible correspondent de 
preference a la partie 8 des sequences nucleotidiques cible 
ou standard. La partie commune A correspond de preference a 
la partie 7 de cette sequence nucleotidique cible ou 
standard s'hybridant avec la sequence nucleotidique 
25 trappeur 5. 

Selon 1' invention, la partie specifique B de 
la sequence nucleotidique standard 1 est differente de la 
partie specifique B de la sequence nucleotidique cible par 
5 a 500 nucleotides, de preference par 20 a 40 nucleotides. 
30 Avantageusement, la sequence nucleotidique 

standard interne 1 comporte de part et d' autre de la 
sequence specifique B et commune A des parties 15 communes 
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a des parties 15 de la sequence nucleotidique cible 2, et 
pouvant servir en totalite ou en partie de sequences 
complementaires a des sequences amorces 12 pour une 
amplification genetique. 
5 Le procede selon 1 ' invention est 

particulierement adapte pour 1 * utilisation de sequences 
nucleot idiques standards internes amplifiees conjointement 
avec la sequence nucleotidique cible 2 ou de standards 
externes amplifies en parallele avec les sequences 
10 nucleotidiques cible 2. 

Avantageusement , le procede selon 1 * invention 
comporte un nombre eleve de cycles d 1 amplification 
genetique, de preference par PCR ou LCR, de preference 
superieur a 30 . 

15 Selon une forme d' execution preferee de 

1' invention, le standard interne est ajoute en quantite 
variable a 1 ' echantillon de depart et le rapport obtenu 
entre le marquage specifique de la sequence nucleotidique 
cible 2 et le marquage specifique de la sequence 

20 nucleotidique standard 1 est porte en graphique en fonction 
de quant ites connues ajoutees a 1 ' echantillon de depart, 
permettant de determiner sur la droite ainsi obtenue, pour 
un rapport egal a 1, quelle est la quantite de sequence 
nucleotidique cible 2 presente dans 1 ' echantillon . 

25 Selon une autre forme d f execution preferee de 

la presente invention, la sequence nucleotidique standard 
est ajoutee en quantite identique a un echantillon ayant 
subi diverses dilutions, et ie rapport entre le marquage 
specifique de la sequence nucleotidique cible ez le 

30 marquage specifique de la sequence nucleotidique standard 
est porte en graphique en fonction des dilutions de 
1 1 echantillon, et la droite obtenue permec de determiner, 
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pour un rapport egal a 1, quelle est la quantite de 
sequence nucleotidique cible 2 presente dans 1 1 echantillon. 
La quantification peut egalement etre realisee par 
comparaison du rapport obtenu avec une seule quantite 
5 determinee de standard ajoute a une seule quantite 
d ' echantillon et d'une droite d' etalonnage . 

La presente invention concerne egalement la 
trousse de detection et/ou de quantification comprenant les 
reactifs pour la realisation des procedes decrits ci- 
10 dessus. 

La trousse de detection et/ou de 
quantification par hybridation de type "sandwich" d'une 
sequence nucleotidique - cible 2 comprend une sequence 
nucleotidique trappeur 5 fixee sur un support solide 3 

15 insoluble et complement a ire d'une partie 7 de la sequence 
nucleotidique cible 2 et une ou plusieurs autres 
sequence (s) nucleotidique (s) (6, 11) (dont au moins une (6) 
est marquee)/ la ou lesdites sequence (s) nucleotidique ( s) 
(6, 11) etant complementaire (s) d'une autre partie 8 de la 

20 sequence nucleotidique cible 2. Dans la trousse de 
detection et/ou de quantification selon 1' invention, ladite 
sequence nucleotidique trappeur 5 est fixee de maniere 
covalente par l'une de ses extremites sur le support solide 
3 et comporte une longueur comprise entre 50 et 500 bases, 

25 de preference entre 100 et 300 bases, plus part iculierement 
entre 120 et 250 bases, et la partie 10 de la sequence 
nucleotidique trappeur 5 qui ne s'hybride pas avec la 
partie 7 de la sequence nucleotidique cible 2 est 
inferieure a 40 bases, de preference inf erieure a 20 bases, 

30 voire nulle. 

II est bien entendu que dans le procede en la 
trousse selon 1' invention, la sequence nucleotidique 



WO 98/11253 PCT/BE97/00102 

20 

marquee presente une longueur suffisante pour reconnaitre 
de maniere specifique la sequence nucleotidique cible ou 
standard a detecter et/ou quantifier, cette specificite 
dependant du type de sequence nucleotidique cible ou 
5 standard a detecter et/ou quantifier, et peut etre 
caracterisee par une reconnaissance par hybridation d'une 
portion specifique complementaire d'au moins 10 bases, de 
preference de plus de 20 bases, de la sequence 
nucleotidique cible ou standard. 

10 La trousse selon 1' invention comprendra 

egalement les reactifs necessaires pour 1 ' identification 
specifique de la sequence marquee, pour la detection et/ou 
la quantification par un' procede choisi de preference parmi 
le groupe const itue par la fluorescence, la 

15 chemoluminescence, 1 ' electroluminescence , la coloration, la 
detection par marquage radioactif, la bioluminescence, 
1 ' electrochimie, la reflexion de la lumiere, un procede 
optique ou un melange d'entre eux. 

La sequence nucleotidique trappeur 5 est 

20 fixee de maniere covalente sur le support solide insoluble 
3 et se realise de preference par 1 * intermediaire d'un 
phosphate 5 ' terminal de la sequence nucleotidique trappeur 
5 sur une ou plusieurs fonctions amines du support solide 3 
insoluble par reaction avec du carbodiimide . 

25 Le support solide insoluble 3 est choisi de 

preference parmi le groupe constitue par des tubes, des 
filtres, des billes, eventuellement magnetiques, des 
plaques multipuits, une plaque ou un melange d'entre eux, 

L' invention concerne egalement une trousse de 

30 detection et/ou de quant if icacion qui comporte une sequence 
nucleotidique standard 1 interne ou externe telle que 
decrite ci-dessous et tous les elements necessaires pour 
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1 ' extraction, 1 1 amplification, la detection et/ou la 
quantification selon les procedes decrits ci-dessus. 

La presente invention sera decrite plus en 
details dans les exemples ci-dessous en reference aux 
5 figures annexees . 

Breve description des figures 

La figure 1 represente un exemple schematique 

d 1 hybridation sandwich selon 1' invent ion. 
10 La figure 2 represente une courbe de concentration d'ADN 

cible de CMV obtenue apres hybridation en 

sandwich et detection en bioluminescence . 
La figure 3 represente une courbe de sensibilite d'ADN de 

Chlamydia trachomatis mesuree apres 
15 amplification par PCR, hybridation sandwich 

et detectee en colorimetrie par le conjugue 

streptavidine-peroxydase . 
La figure 4 represente un schema illustrant la structure 

nucleotidique d'un standard competitif type, 
20 compare a celle d'un ADN cible a mesurer lors 

d'une amplification par PCR. 
La figure 5 represente un schema d'un standard competitif 

(A) pour la mesure de l'ADN viral de CMV et 

sa comparaison avec l'ADN cible (B) . La 
25 numerotation correspond a la sequence 

nucleotidique "immediate early gene" (Demmler 

et al. ; 1988, J. Infectious Diseases, 158 . 

1177- 1184) . 

La figure 6 represente un schema d'un standard competitif 
30 (A) pour la mesure de l'ARN du virus HIV et 

sa comparaison avec l'ARN cible (3) . La 
numerotation correspond a la sequence 
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nucleot idique de l'ARN viral ("Los Alamos de 
HIV", Meyers et al . (1992)). 
La figure 7 est une description schematique du principe 
de la quantification d'un ADN cible par 
5 utilisation d'un standard competitif selon 

1' invention et leur mesure respective par des 
sondes specifiques apres capture sur une 
sequence commune immobilisee. 
La figure 8 represente une courbe de la concentration en 
10 ADN cible de CMV et du standard correspondant 

par hybridation sandwich et mesure en 
spectrophotometrie . 
La figure 9 represente" une courbe de concentration en ADN 
cible de CMV et en standard correspondant 
15 apres amplification par PCR et hybridation 

sandwich en utilisant une sonde trappeur 
commune et une sonde biotinylee specifique de 
1'ADN cible ou du standard. 
La figure 10 represente les mesures de l'ADN cible de CMV 
20 et du standard interne apres une 

amplification par 40 cycles de PCR lorsque 
1000 copies de standard ont ete ajoutees a 
des quantites croissantes d'ADN cibles et 
mesurees apres PCR par hybridation sandwich 
25 comme defini a la figure 7. 

La figure 11 represente la droite d'etalonnage d'un ADN 
cible de CMV par 1 ' utilisation d'un standard 
interne selon 1' invention. L'abscisse 
represente les rapports des signaux. de cible 
30 et du standard obtenus a la figure 10. 

La figure 12 represente la quantification d'un ADN cible 
de CMV en fonction du nombre de cycles de la 
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PCR grace a 1 ' utilisation d'un standard 
competitif selon l 1 invention. Un standard 
competitif de la sequence de CMV tel que 
decrit a la figure 5 a ete utilise et ajoute 
5 en quantite constante a 1 ' echant illon ayant 

subi 4 dilutions differentes. 
La figure 13 represente une RT-PCR competitive realisee 
sur un ARN cible de HIV et un ARN standard 
(figure 6) et une detection en 

10 bioluminescence apres hybridation sandwich. 

Le graphique represente pour chaque RT-PCR 
le rapport entre la detection obtenue en 
utilisant 'une sonde specif ique du cible et 
celle du standard. Les resultats montrent une 

15 competition entre 1 1 amplification du cible 

ajoute en quantite constante (10 8 copies) par 
rapport au standard ajoute en quantite 
decroissante allant de 10 10 (1) , 10 8 (2) a 
10 6 (3) copies. 

20 

Description d'une forme d 1 executi on preferee de 1 1 invention 

La sequence nucleot idique trappeur 5, de 
preference une sequence d'ADN, est fixee de maniere 
covalente sur des plaques de multipuits 3. Cette fixation 

25 covalente est obtenue par la liaison d'un phosphate situe 
en position 5' terminale de la sequence du trappeur sur une 
amine situee sur le support en presence de carbodiimide , 
telle que decrite par Rasmussen et al . (1991, Anal. 
Biochem. 198, 138-142) . 

30 Les sequences nucleot idiques trappeur 5 

fixees peuvent hybrider un ADN cible 2, qui sera ensuite 
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hybride en sandwich par une sequence nucleot idique marquee 
6 . 

Un avantage de 1 1 hybridation en sandwich est 
un bruit de fond tres faible qui permet de realiser une 
5 analyse massive d ' echant illons cliniques avec un minimum de 
purification de l'ADN. 

La quantite de sequences nucleotidiques 
trappeurs fixees sur les multipuits peut atteindre 1,2 
pmoles pour des petits oligonucleotides, mais en ce qui 

10 concerne les sequences nucleotidiques plus grandes, la 
quantite fixee est moins importante (de 1 ' ordre de 300 
fmoles pour des sequences nucleotidiques de 500 bases 
environ) . La quantite de" sequences nucleotidiques trappeurs 
fixees est suffisante pour ne pas etre limitante dans le 

15 procede d ' hybridation de 1' invention. 

La fixation de la sequence nucleot idique 
trappeur sur des microbilles permet egalement d'augmenter 
le nombre de sequences nucleotidiques trappeurs dans la 
solution de reaction en utilisant une quantite de billes 

2 0 plus importante. 

Les sequences nucleotidiques trappeurs selon 
1' invention choisies sont complementaires sur toute leur 
longueur de la sequence nucleot idique cible a detecter. 
Ceci permet avantageusement une production aisee de ces 

25 sequences nucleotidiques trappeurs par PCR a partir de 
sequences nucleotidiques cibles donees dans des plasmides 
et peuvent ainsi servir a une production industrielle 
reproductible de ces sequences nucleotidiques trappeurs. 

On peut cependant utiliser des trappeurs dont 

30 une partie de la sequence nucleot idique comprend une ou des 
parcies de sequences non complementaires de la sequence du 
cible. Les Inventeurs ont teste des sequences 
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nucleotidiques trappeurs possedant une sequence de 20 ou 40 
bases non complementaire de la sequence nucleot idique cible 
et situee en position 5' terminale servant a la fixation 
sur les multipuits. 
5 Ces sequences servent de "spacers" entre la 

sequence trappeur proprement dite et le support solide. 
Dans cette experience, la sequence portant un "spacer" de 
20 bases est plus efficace que les spacers de 40 et 60 
bases pour hybrider de petites sequences cibles. Ce 

10 resultat est probablement du aux possibilites 
supplementaires de repliement de ces sequences 
nucleotidiques trappeurs sur elles-memes, ce qui diminue, 
voire inhibe, 1 ' hybridation des sequences nucleotidiques 
cibles. Ces repliements ont pu etre visualises par 

15 1 ' utilisation des programmes de prediction des structures 
secondaires Oligo4 et DNA-f old et ils peuvent ef f ectivement 
impliquer des portions parfois assez longues de la sequence 
trappeur. 

Ces repliements sont a eviter au maximum, car 
20 ils diminuent 1 ' ef f icacite de 1 ' hybridation, surtout 
lorsqu'ils impliquent des portions non complementaires a la 
sequence cible qui ne peut done pas les deplacer. 

Une autre propriete du procede et de la 
trousse de 1 ' invention est 1 ' utilisation avantageuse de 
25 sequences nucleotidiques trappeur ayant une taille minimale 
de 50 bases si possible 100 et au mieux 150 ou plus de 
bases. Cette observation est inattendue sur la base de 
considerations suivantes . 

La stabilite des hybrides, dans le cas ou la 
30 force ionique est constante et la taille suffisante (au 
dela de 50 bases) , ne depend plus que de la composition 
(% G + C) e: non de la taille des hybrides. L' importance de 
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la taille pour favoriser ou non 1 ' hybridation depend de la 
Vitesse de 1 ' hybridation et non de leur stabilite. 
Ef fectivement , en solution, la taille des brins d'acides 
nucleiques influence la vitesse de reappariement . Celle-ci 
5 est proportionnelle a la racine carree de la longueur 
(Wetmur, J.G. and Davidson, N. 1968, J. Mol . Biol. 3, 584) 
et dans le cas ou les 2 brins sont de taille differente, la 
vitesse est proportionnelle a la racine carree du brin le 
plus court que ce soit un ADN (Wetmur, J.G. 1971, 

10 Biopolymers 10, 601) ou un ARN (Hutton, J.R. and Wetmur, 
J.G. 1973, J. Mol. Biol. 77, 495). 

L' autre facteur qui influence la vitesse de 
1 ' hybridation est la concentration respective des sequences 
nucleotidiques cibles et des sequences nucleotidiques 

15 trappeurs. La situation dans ce cas est complexe car deux 
reactions sont possibles : d'une part les sequences 
nucleotidiques cibles a mesurer etant habituellement double 
brins dans la solution de depart, elles vont pouvoir se 
reassocier entre elles et d' autre part elles vont pouvoir 

20 s'hybrider sur la sequence nucleotidique trappeur. II 
s'agit done de deux reactions competitives , 1 ' une se 
passant en solution (la reassociation des doubles brins de 
la sequence nucleotidique cible) et 1' autre sur un support 
solide (1 ' hybridation sur la sequence nucleotidique 

25 trappeur) . 

On peut considerer tout d'abord la situation 
ou la quantite de sequence nucleotidique trappeur est en 
exces par rapport a la quantite de sequence nucleotidique 
cible. On detecte des concentrations de sequence 
30 nucleotidique cible de l'ordre de la fmole (de 0,1 a 50 
fmoles) alors que la quantite de sequence nucleotidique 
trappeur peut atteindre 300 fmoles. 
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Si les 2 reactions competit ives se passaient 
en solution, la formule cinetique qui exprime la diminution 
de la concentration en sequence nucleotidique cible simple 
brin (ADN) en solution (Cs) en fonction du temps est de : 

5 -^ = k\Cf}Cs] + k l [CsY 

dans laquelle : 

k2 : constante cinetique de reassociat ion de l'ADN 
k]_ : constante cinetique d' hybridation avec la sequence 
nucleot idique 

10 Cf : concentration de la sequence nucleotidique qui 
s'hybride sur l'ADN. 

Comme la reaction s'effectue sur support 
solide insoluble, il faut tenir compte de la vitesse de 
diffusion (J) de la sequence nucleotidique cible simple 
15 brin vers la surface solide sur laquelle est fixee la 
sequence nucleotidique trappeur, soit : 

_WQ = j + k \Cf\Cs] + k,[Cs] 1 
at 

La situation devient tres complexe et ne peut 
20 etre apprehendee dans son ensemble. Anderson et Young 
(1985) ont essaye de mesurer 1' influence de la taille de la 
sequence nucleotidique cible double brin sur 1 ' hybridation 
sur filtre en presence d'un exces de sequence nucleotidique 
fixee et ils concluent "The difference in dependence on 
25 molecular weight of the two types of filter hybridization 
is not understood" . 

En ce qui concerne 1' influence de la taille 
de la sequence nucleotidique trappeur sur support solide en 
piastique, les etudes n'ont pas encore ete reaiisees et il 
30 n'est pas possible d'obtenir une formulation mathemacique 
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permettant de prevoir les resultats obtenus avec le precede 
de 1 1 invention . 

Si on examine cependant les conditions 
part iculieres du milieu reactionnel , on constate que la 
5 quantite de sequence nucleot idique trappeur (par exemple 
300 fmoles) est largement en exces par rapport a la 
quantite de sequence nucleot idique cible (par exemple 10 
fmoles) . Si on considere que cet exces permet de compenser 
les limitations dues a la diffusion, on se retrouve dans 

10 une situation proche de la reaction en solution ou la 
vitesse d ' hybridation devrait etre proportionnelle a la 
racine carree de la longueur des sequences . 

En choisissant une sequence nucleot idique 
trappeur de 360 bases au lieu de 180 bases, on a observe le 

15 displacement d'un rendement de 30% a 50% soit une 
augmentation de 1,67 fois. Meme en se basant sur un effet 
de taille en solution e'est-a-dire a une vitesse dependant 
de la racine carree de la longueur, on aurait du s'attendre 
a une augmentation maximale de 1,4 fois. En outre, un 

20 rendement de 50% n'a jamais ete decrit a ce jour dans la 
litterature scientif ique . 

En comparant les rendements de 1 ' hybridation 
en fonction de petites sequences nucleot idiques trappeurs 
allant de 50, 100, 150 et 250 bases, on constate (en 

25 prenant 1 ' hybridation sur la sequence nucleot idique 
trappeur de 50 bases comme reference) , une augmentation de 
rendement de 4 , 6 et 17 fois alors que les racines carrees 
de ces sequences sont dans un rapport respectif de 1,4, 1,7 
et 2,2 fois. 

30 On constate done un effet inattendu de la 

longueur de ces sequences nucleot idiques trappeurs sur 
1 ' augmentation du rendement de 1 ' hybridation . 
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Une application particuliere de ces hauts 
rendements d' hybridation de l'ADN cible sur support 
insoluble est son utilisation pour purifier un des deux 
brins de cet ADN cible. En effet le trappeur est constitue 
5 d'un seul brin car on utilise lors de sa construction par 
PCR une seule amorce phosphorylee en position 5' terminale. 
Ce phosphate est le seul a pouvoir reagir sur le support 
amine. Apres fixation, on lave la plaque en presence de 
NaOH 0,4 N (cfr. exemple 1) afin d'enlever le deuxieme 

10 brin. On se retrouve done avec un seul brin fixe sur le 
support. Ce brin etant complementaire d'un seul des deux 
brins d'ADN cible, il va fixer ce brin. Apres lavage, ce 
brin hybride peut etre dehybride facilement par exemple par 
chauffage ou par du NaOH 0,4 N. On obtient ainsi dans la 

15 solution un brin unique d'ADN. Cette technique peut etre 
utilisee sur une grande echelle par exemple en utilisant 
des billes sur lesquelles sont fixees les sequences 
nucleotidiques trappeurs . Cette preparation de brin simple 
peut avoir de multiples applications comme reactifs en 

20 utilisant un brin marque chimiquement par exemple. 

La detection de sequences cibles non marquees 
est realisee en utilisant leur hybridation sur des 
sequences nucleotidiques trappeurs fixees sur un support 
insoluble en utilisant une ou plusieurs sequences 

25 nucleotidiques dont au moins une est marquee (sequences 
nucleotidiques de detection) qui peuvent s'hybrider sur la 
partie de la sequence nucleotidique cible non reconnue par 
la sequence nucleotidique trappeur. Cette sequence peut 
etre marquee chimiquement et detectee suivant les diverses 

30 methodes connues de l'homme de i'art. II est possible 
d'obtenir une fixation de 80% au moins de la sequence 
nucleotidique de detection par rapport a la sequence 
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nucleotidique cible hybridee sur la sequence nucleotidique 
trappeur . 

En examinant 1' influence de la longueur de 
cette sequence nucleot idique marquee sur l'eff icacite de 
5 1 ' hybridation sandwich, on constate 1 ' importance d'utiliser 
une sequence nucleotidique marquee qui recouvre le plus 
possible la sequence nucleotidique cible. Les meilleurs 
rendements sont obtenus lorsque la sequence nucleotidique 
cible est recouverte entierement d'une part par la sequence 

10 nucleotidique trappeur et d' autre part par la sequence 
nucleotidique de detection (figure 1) . 

Dans le cas de la detection d'amplicons 
obtenus par PCR, on peut laisser du cote 5' terminal de la 
sequence nucleotidique cible une sequence non recouverte 

15 par la sequence nucleotidique de detection mais qui pourra 
etre reconnue par les amorces tou jours presentes dans la 
solution de la PCR. De cette maniere 1' ensemble de la 
sequence nucleotidique cible est recouvert lors de 
1 ' hybridation et il n'y a pas d' interference entre les 

20 amorces et la sequence nucleotidique pendant 1 ' hybridation . 

L'eff icacite accrue obtenue par cette 
procedure peut probablement s'expliquer de la maniere 
suivante. Lorsque 1 ' on realise 1 ' hybridation en une seule 
etape, la sequence nucleotidique cible dissociee en simple 

25 brin se retrouve dans la solution en presence de son brin 
de sequence nucleotidique cible complementaire mais aussi 
de la sequence nucleotidique de detection (et 
eventuellement des amorces) ec sur le support de la 
sequence nucleotidique trappeur. La sequence nucleotidique 

30 cible peut soit d'abord reagir avec la sequence 
nucleotidique de detection avant de venir se fixer sur le 
trappeur, soit se fixer sur le trappeur avant de fixer la 
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sequence nucleotidique de detection. Dans les 2 cas, 
1 ' utilisation de grandes sequences nucleot idiques va 
favoriser la vitesse de reaction ainsi que la stabilite des 
hybrides formes. Cependant dans cet etat intermediaire, ou 
5 seule la sequence nucleotidique est hybridee, la sequence 
nucleotidique cible possede une partie de sa sequence non 
appariee qui peut alors etre reconnue par une sequence 
nucleotidique cible complementaire qui pourra redeplacer 
l'hybride intermediaire et refaire une sequence 

10 nucleotidique cible double brin. Par contre lorsque la 
sequence nucleotidique cible sera hybridee et recouverte 
completement par la sequence nucleotidique trappeur et par 
la sequence nucleotidique de detection sans avoir aucun (ou 
trop peu) de sequence libre, 1 ' appariement (annealing) d'un 

15 autre brin de la sequence nucleotidique cible 
complementaire ne pourra plus avoir lieu et l'hybride 
sandwich sera stable. Dans le cas ou la sequence 
nucleotidique cible meme apres hybridation sandwich garde 
une sequence libre, celle-ci pourra toujours servir de site 

20 d' appariement pour 1' autre brin de la sequence 
nucleotidique cible complementaire, ce qui destabilisera 
l'hybride et pourra meme le dissocier en fonction des 
conditions experimentales (temperature, sels, . ..), car une 
fois 1 ' appariement commence, la propagation de la formation 

25 du double brin est tres rapide et thermodynamiquement 
favorable . 

Cette optimalisation des divers parametres et 
composes intervenant dans cette hybridation sandwich permet 
de realiser cette hybridation sandwich a la fois avec une 
30 sequence nucleotidique marquee presente dans la solution et 
une sequence nucleotidique trappeur fixee sur un support 
insoluble en meme temps alors que si ce n'est pas le cas, 
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il faut d'abord realiser une hybridation en solution avant 
de faire la capture sur une sequence nucleotidique 
immobilisee comme decrit par Ghost et al . (EP. 557456) ou 
par un systeme plus complexe d' hybridation sandwich en 
5 solution puis capture par un recepteur fixe sur un support 
solide (Miller, US : 5,374,524). 

Une autre caracteristique du procede 
d 1 hybridation sandwich selon 1 ' invention est que non 
seulement la sequence cible peut etre entierement 

10 recouverte par la sequence nucleotidique trappeur et la 
sequence nucleotidique marquee, mais que la sequence 
trappeur peut etre entierement recouverte par la sequence 
cible. Ceci permet Hone d'utiliser comme sequence 
nucleotidique marquee des grandes sequences nucleotidiques 

15 doubles brins produites par exemple facilement par une 
amplification en PCR en presence de dUTP-biotine . En effet 
une fois l'un de ces brins biotinyles apparies avec la 
sequence nucleotidique cible, il sera totalement recouvert 
et ne pourra plus etre redeplace par son brin 

20 complementaire, ce qui n'est pas le cas dans ces travaux 
rapportes par Keller et al . (1989, Anal. Bioch. 177, 27- 
32) . Cette invention permet done une production facile en 
tres grande quantite d'une part des sequences 
nucleotidiques trappeur en utilisant une amorce portant un 

25 phosphate en 5' terminal qui permettra la fixation 
covalente d'un seul de ces brins sur les microplaques 
aminees et d' autre part des sequences nucleotidiques 
marquees. Si les sequences marquees sont petites, de 20-30 
ou 40 bases, elles seront synthetisees chimiquement et 

30 seront simples brins. Si elles sont plus grandes, on peut 
les produire par amplification. 
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Le depassement de la sequence nucleotidique 
cible en dehors de la partie hybridee sur le capteur et la 
sequence nucleotidique de detection par son extremite 5' 
terminale entrainait une diminution du rendement 
5 d' hybridation si cette partie non recouverte devenait 
importante. C'est aussi le cas si la partie 3' terminale 
n'est pas recouverte. En choisissant des conditions de 
reaction optimales, une sequence nucleotidique cible de 20 
bases se fixe sur une sequence nucleotidique trappeur de 20 

10 bases qui lui est complementaire avec un rendement qui peut 
etre 25 fois superieur par rapport a une sequence qui 
possede les memes 20 nucleotides mais qui a en outre 20 
autres nucleotides supplementaires du cote 3' terminal. On 
voit done une difference d'efficacite de 25 fois entre ces 

15 2 sequences du fait de la presence d'un morceau de la 
sequence non hybridee du cote 3'. L' explication d'un tel 
effet est sans doute due a un effet d' encombrement sterique 
de cette sequence libre situee pres du support. Cet effet 
inattendu peut etre utilise afin de pouvoir mesurer des 

20 petites sequences de nucleotides en presence de sequences 
plus grandes c'est le cas dans des methodes 
d' amplifications comme la CPR ou le produit de la reaction 
a mesurer est une petite sequence provenant d'une sequence 
nucleotidique de depart plus grande . 

25 V invention concerne la construction d 1 une ou 

de plusieurs sequences d ' oligonucleotides (ADN ou ARN) 
ayant des specificites particulieres , telles que decrites 
ci-dessous, et leur utilisation comme standards pour la 
mesure de sequence (s) cible (s) d'ADN ou d'ARN par 

30 hybridation sandwich a l'aide de sondes oligonucleotidiques 
marquees selon le procede decrit ci-dessus ou non. 
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La construction representee a la figure 4 de 
cette sequence "standard" 1 a ete congue de maniere a ce 
que, en cas d'une eventuelle amplification prealable, 
l'efficience de 1 1 amplification soit identique ou tres 
5 proche de celle de la sequence cible 2 a quantifier et que 
les amplicons du standard et du cible puissent etre 
quantifies avec une efficience egale ou tres proche. 

Le standard 1 selon 1 ' invention est 
compatible avec une eventuelle amplification prealable et 

10 une detection quantitative d'une sequence d'ADN (ou ARN) 
dont une partie A de la sequence est identique a l'ADN 
cible et une partie B, au moins (la plus petite possible) 
est differente. Dans le" cas d'une amplification par PCR, 
ces deux parties seront flanquees de deux sequences 3 

15 identiques a celles de l'ADN ou l'ARN cible qui serviront 
de matrice pour la fixation d ' oligonucleotides amorces 
(primers) 4. La longueur du standard sera identique ou tres 
proche de celle de l'ADN ou l'ARN cible. L'on veillera 
aussi a introduire dans la partie specifique B un contenu 

20 en base AT et GC proche ou identique a celle de l'ADN ou 
l'ARN cible. Un exemple de standard utilise pour la 
quantification d ' un fragment d'ADN du virus CMV est donne 
dans la figure 5, et un exemple de standard a ARN pour la 
quantification d'une sequence d'ARN du virus HIV est montre 

25 a la figure 6. 

Un tel standard permet egalement une 
utilisation comme standard externe ou comme standard 
interne pour 1 ' amplification par PCR . En effet, leur 
similitude et identite partielle permet un taux 
30 d ' amplification tres proche ou identique a celui de l'ADN 
ou l'ARN cible. lis possedent des sequences matrice 3 pour 
les amorces 4 identiques, done qui realiseronc leur 
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fixation (annealing) dans les memes proportions. Leur 
longueur identique, leur identite de sequence sur une 
grande distance et la similitude de la partie non commune 
en longueur et en rapport nombre de bases GC/nombre de 
5 bases AT fait que la lecture par l'ADN polymerase se 
realisera avec la meme efficience. Dans le cas d'une 
utilisation comme standard 'interne, il possede egalement 
une propriete part iculiere . En effet, pendant la phase 
d ' amplification, le ralentissement et l 1 arret de 

10 1 ' amplification de la sequence standard entraine le meme 
ralentissement pour la sequence cible et reciproquement . Ce 
ralentissement de 1' efficience a la fin du processus 
d' amplification peut etre due a plusieurs raisons : la 
diminution du nombre d' amorces, du nombre de nucleotides 

15 libres, la baisse d'activite de la DNA polymerase ou la 
rehybridation trop rapide des ampl icons entre eux plutot 
qu'avec les amorces lors de l'etape de fixation des amorces 
(annealing) . Toutes ces raisons sont equivalentes pour les 
2 sequences et auront done la meme influence sur leur 

20 amplification. Cette derniere propriete est interessante, 
car lorsque un des deux amplicons (par exemple le standard) 
sera en forte concentration, il se reassociera en double 
brin de preference a la fixation sur les amorces plus 
petites et done moins stables. Cependant, comme il possede 

25 une grande sequence commune avec 1 ' autre amplicon (par 
exemple la cible) , il reformera aussi des reassociations 
stables (hybrides) avec cet autre amplicon, ce qui inhibera 
de la meme maniere la fixation des amorces. Ainsi le design 
des standards competitifs selon 1' invention, permet une 

30 quantification independamment des cycles de la PCR . Un 
exemple est donne a la figure 15 montrant la possibility de 
quantification apres 25, 30, 35 et 40 cycles, moment ou 
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1 ' amplification de la PCR n'est plus exponent ielle . 

Conj ointement a leur utilisation pour 
1 1 amplification, la presence sur ces standards d'une partie 
commune A et d'une partie specif ique B est avantageusement 
5 adaptee a leur mesure selon la methode "hybridation 
sandwich" sur support insoluble de 1* invention, et cela 
avec une specificite identique ou tres proche de celle de 
l'acide nucleique cible (voir figure 4). 

Les inventeurs ont observe que par 

10 1 1 hybridation sandwich de 1' invention, le facteur limitant 
est la fixation des amplicons 1 et 2 sur la sequence 
trappeur 5 immobilisee. Celle-ci etant presente sur une 
surface, la vitesse de reaction est beaucoup plus lente du 
fait de la diffusion plus lente des reactifs a 1 ' approche 

15 d'une surface rigide et aux encombrements steriques. 
Experimentalement, on observe que 1 1 on fixe moins de 50 % 
des amplicons 1 et 2 sur les sequences trappeur 5. 
Cependant, meme si ce pourcentage de fixation est faible, 
on observe qu'il est le meme pour le standard 1 et pour la 

20 cible 2. Cette propriete s'explique par le fait que les 2 
sequences ont la meme taille et qu'elles se fixent sur une 
sequence trappeur 5 de meme type. La fixation des sequences 
specifiques 6 marquees ne semble pas poser de probleme, car 
il s'agit d'une sonde simple brin, mise en exces de maniere 

25 a obtenir une fixation quantitative. Experimentalement, on 
peut obtenir 90 % de fixation de ces sequences 6 marquees 
sur les amplicons 1 et 2 trappes dans les puits. De plus, 
la longueur identique de ces sequences 6 et leur contenu 
plus ou moins comparable en GC et la concentration 

30 identique utilisee font que les 2 sequences specifiques 6 
complementaires du standard 1 et du cible 2 se fixent avec 
la meme efficience. Ainsi 1' ensemble de 1 ' hybridation 
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sandwich se realise avec la meme efficience pour les 
amplicons standards 1 et pour les cibles 2. Ceci est 
illustre experimentalement a la figure 8. 

On peut done avantageusement utiliser ces 
5 standards comme standards externes puisque leur efficience 
d' amplification sera identique et leur mesure par 
hybridation sandwich egalement. Une experience de ce type 
est montree a la figure 9 dans laquelle des nombres de 
copies croissantes en CMV cible et standard ont ete 

10 amplifies par 40 cycles de PGR puis detectes par 
hybridation sandwich. On constate une evolution parallele 
des deux courbes. On doit cependant souligner une certaine 
variability des result'ats provenant essentiellement des 
variabilites de 1 ' amplification d'un meme echantillon au 

15 cours de la PCR comme explicite ci-dessus. 

Dans le cas ou le standard est utilise comme 
standard interne (c ' est-a-dire que apres 1 ' amplification 
par PCR, les tubes contiennent un melange d # amplicons de 
standard et de cible) cette hybridation sandwich permet 

20 aussi une quantification de ces deux amplicons avec la meme 
efficience en operant de la maniere suivante : la 
preparation contenant les 2 amplicons est diluee de maniere 
adequate et est ajoutee a 2 ou une double serie de puits 
(ou f litres ou tubes) dans lesquels se trouve un ADN 

25 trappeur correspondant a tout ou une partie de la sequence 
commune des 2 amplicons. Dans un (ou une serie de) puits, 
on ajoute une sequence marquee specif ique du cible et dans 
1' autre (ou 2eme serie de) puits, on ajoute la sequence 
marquee specifique du standard (voir figure 7) . 

30 Pour une dilution donnee, la fixation des 

deux amplicons sur 1 1 ADN trappeur sera identique dans les 2 
tubes puisqu' ils seront presents a la meme concentration. 



WO 98/11253 



PCT/BE97/00102 



38 

De plus comme le trappeur est commun aux deux ampl icons et 
qu'ils ont une taille identique, leur fixation se realisera 
avec le meme rendement, c'est-a-dire que la proportion des 
2 amplicons fixes sera identique a celle presente dans la 
5 preparation apres PCR. Leur concentration relative aux 
fonds des puits ne dependra done que de leur concentration 
respective dans 1 1 echantillon . Si 1 1 on ajoute les sequences 
specif iques marquees en exces de telle maniere que leur 
fixation sur les amplicons soit quantitative, on obtiendra 

10 un marquage qui sera directement proport ionnel a la 
concentration des amplicons dans la preparation. 

On peut realiser 1 ' hybridation sandwich soit 
en deux etapes ou en uhe etape, en realisant la fixation 
sur la sequence trappeur puis en ajoutant la sequence 

15 marquee specif ique ou en ajoutant ensemble la sequence 
marquee specifique aux amplicons lors de 1 ' immobilisation 
sur les sequences trappeurs. 

L' utilisation de standards selon 1 ' invention 
permet done d'obtenir non seulement une amplification 

2 0 identique (ou tres proche) du standard et de l'ADN cible 
mais egalement leur capture et leur detection en proportion 
identique dans les tubes servant a la mesure des amplicons 
cibles et des standards. La mesure des sequences marquees 
doit se faire par la suite de maniere quantitative de 

25 maniere a garder la quantification a toutes les etapes. Un 
schema reprenant les diverses etapes de la demarche de 
quantification a 1 ' aide de standards internes est presente 
a la figure 7. 

A cote des proprietes part iculieres lors de 
30 1 ' amplification par PCR resultant du design du standard 
interne citees ci-dessus, a savoir une efficience identique 
a celle de la cible de 1 ' echantillon biologique ou une 
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independance par rapport aux nombres de cycles de PCR, la 
quantification par hybridation sandwich telle que proposee 
dans ce brevet et realisee suivant un protocole represents 
a la figure 7 apporte encore un avantage que 1 ' on peut 
5 observer dans l'exemple 9 (dont les resultats sont 
presentes dans les figures 10 et 11) . Dans cette 
experience, une quantite constante de standard interne soit 
mille copies ont ete ajoutes a des quantites croissantes de 
cibles CMV allant de 30 a un million de copies. Apres 40 

10 cycles d' amplification par PCR, les 2 sequences ont ete 
mesurees apres hybridation sandwich par mesure en 
spectrophotometrie . La figure 10 represente les donnees 
pour les standards et 1'es cibles. On observe aux faibles 
concentrations en cible une presence importante du standard 

15 qui diminue au fur et a mesure que la quantite de cibles 
devient importante. Lorsque la quantite de cibles est egale 
a celle du standard soit mille copies, les deux valeurs 
sont pratiquement identiques. Puisque l'une des proprietes 
de 1' invention est de pouvoir garder les rapports constants 

20 entre le standard et la cible a chacune des etapes de la 
quantification, les rapports des signaux obtenus pour la 
mesure de la sequence nucleotidique cible et standard ont 
ete portes en fonction de la quantite de sequences cibles 
mise au depart. On obtient ef f ect ivement une relation 

25 lineaire, ce qui confirme bien la pertinence des resultats 
1' invention. Une propriete inattendue fut d' observer cette 
linearite sur une echelle aussi importante de sequences 
nucleotidiques cibles. En effet, les resultats indiquent la 
possibility de detecter quant itativement entre 30 et un 

30 million de copies de ces sequences cibles en utilisant au 
depart mille copies de sequences standards. Cette propriete 
constitue un avantage pratique important car les 
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echantillons biologiques peuvent contenir des quantites 
tres variables de sequences nucleotidiques cibles a mesurer 
et dans ce cas, un dosage lineaire de plus de 4 ordes de 
grandeur permet de diminuer fortement, smon totalement, le 
5 nombre de dilutions a realiser pour se situer dans la zone 
de quantification . 

La meme demarche peut etre realisee lors de 
la mesure d'ARN par exemple des ARN messagers ou des ARN 
viraux. Dans ce cas, il faut utiliser un standard qui est 

10 constitue d'une chaine d'ARN ayant les memes specif icites 
que le standard ADN explicite ci-dessus. La demarche de 
1 1 amplification et de la mesure requiert une etape 
prealable qui est la transformation de l'ARN en chaine 
d'ADN par une enzyme ayant une activite de transcriptase 

15 inverse. La suite des operations et la quantification est 
identique a celle explicitee ci-dessus. Un exemple de 
standard utilise pour la quantification de l'ARN du virus 
HIV est donne a la figure 6 et la quantification de HIV 
presentee a l 1 exemple 11 et a la figure 13. 

20 L'emploi de ces standards permet done la 

quantification d'une sequence d'ADN (ou ARN) cible dans un 
echantillon et convient done tres bien a des tests de 
diagnostic ou de mesures d'ADN ou d'ARN en recherche ou 
dans des tests de routine. L' utilisation d ' oligonucleotides 

25 comme standards externes est moins interessante que leur 
utilisation comme standards internes et elle exige des 
controles et des conditions part iculieres . II faut etre 
certain que l'efficience de 1 ' amplification est identique 
pour 1 ' echantillon et pour le tube contenant le standard 

30 externe; il faut aussi travailler dans la zone lineaire 
d' amplification afin de garder une prcport ionnal ice entre 
le nombre d'amplicons obtenus et la quantite de sequences 
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presentes dans 1 ' echant illon et le standard au depart. II 
faudra egalement realiser les tests en plusieurs 
exemplaires afin de minimiser les variations observees de 
tubes a tubes lors de 1 ' amplification. Par contre on 
5 conserve les avantages donnes par la composition 
particuliere de ce standard tres semblable a la sequence 
d'acide nucleique cible pour obtenir une amplification et 
une detection identique ou tres proche de celle de l'acide 
nucleique cible, ce qui permet la quantification de cette 
10 derniere. 

En pratique, 1 ' echant illon contenant l'ADN ou 
l'ARN cible est traite parallelement a des tubes contenant 
des concentrations croissantes de standard externe. Toutes 
les conditions d' amplification et de detection sont 

15 identiques et faites avec les memes solutions afin de 
minimiser les variations de traitement. Les resultats sont 
compares a la courbe d'etalonnage obtenue avec les 
standards. Dans l 1 invention, on privilegie une serie de 
dilutions de 1 ' echantillon cible afin d' obtenir des valeurs 

20 correspondant a la zone couverte par les standards. 

L' utilisation des standards internes permet 
non seulement de tenir compte de variations qui se 
produisent de tube a tube lors de la PCR, mais aussi de 
possibles inhibitions de la PGR qui peuvent se produire 

25 dans des echantillons biologiques. Celles-ci sont en 
general dues a une inhibition de 1'activite de la 
polymerase par des contaminants presents dans la 
preparation. Dans le cas d' inhibition de 1 ' amplification, 
celle-ci se produira sur les 2 sequences, cible et 

30 standard, presentes dans le meme tube et la proportion des 
ampl icons sera dene conservee malgre un rendement 
d' amplification plus f aible . De plus cette inhibition de la 
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PCR pourra etre constatee et evaluee en comparant la mesure 
des amplicons du standard ajoute dans 1 ' echant illon et 
celle du controle positif de la PCR. En cas d' inhibition, 
le signal du standard interne present dans 1 ' echantillon 
5 fortement dilue sera inferieur a celui du controle 
contenant le meme nombre de copies du standard interne 
traite dans les conditions optimales de PCR. 

En pratique on ajoute a 1 ' echant illon 
contenant l'ADN ou I'ARN cible, une quant ite connue de 

10 standard puis l'on traite la preparation pour 
1 ' amplification et la detection apres hybridation sandwich. 
Un controle positif contenant le standard seul et un 
controle negatif sans ADN specifique sont aussi realises 
pour chaque experience. Le rapport du signal obtenu pour la 

15 mesure des amplicons cibles et pour les amplicons du 
standard est rapporte a une droite d'etalonnage (voir 
figure 11) qui permet de determiner le nombre de copies 
d'ADN cible au depart. 

Une methode plus adequate mais qui requiert 

20 plus de tests, consiste a diluer 1 ' echantillon (par exemple 
4 dilutions de 10 en 10) et d'y ajouter une quantite 
constante de standard interne. Pour certains echantillons 
biologiques, il est necessaire d'extraire et meme parfois 
de purifier les acides nucleiques avant 1 1 amplification 

25 pour eviter une inactivation de la polymerase. Dans 
d'autres, le chauffage a 100 °C destine a separer les 
doubles brins d'ADN suffit. Le standard interne est 
normalement ajoute dans 1 1 echantillon de depart. Il peut 
eventuellement , pour des raisons pratiques etre ajoute 

30 apres extraction si celle-ci est quantitative. C'est le cas 
ou les acides nucleiques sont extraits d 1 un echantillon 
uuis que 1 1 cn realise 4 dilutions avar.c d'ajcuuer une 
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quantite constante de standards internes avant de faire la 
quantification comme dans I 1 exemple 10 et la figure 12. 
Cette maniere de proceder ne necessite qu'une seule 
extraction de 1 1 echantillon . Apres amplification et 
5 detection apres hybridation sandwich, les rapports entre 
les signaux des amplicons cibles et standards sont portes 
en fonction de la dilution du cible. Ces 4 points 
determinent une droite qui permet de determiner la valeur 
du rapport egale a 1 pour lequel, la quantite de cible 
10 equivaut a celle du standard. Cette maniere de realiser la 
quantification est optimale, Un exemple est explicite ci- 
dessous et presente a la figure 12. 

Exemple 1 : Influence de la longueur du trappeur pour une 
15 hybridation simpl e d'un ADN cible de HPV-18 

L ' experience a ete realisee sur des amplicons 
de 586 paires de base correspondant a une sequence de HPV- 
18 situee en position 6193 a 6779 de 1 1 ADN viral. Cette 
sequence a ete amplifiee par les amorces suivantes : 
20 1=5* TTTTGGAAGATGGTGATATGG 3 ' 
2=5' CATAACATCTGCAGTTAAAGT 3 ' 

L 1 hybridation a ete realisee a partir de ces 
amplicons marques a l'extremite 5' terminale par 
1 ' intermediaire de la T4 polynucleotide kinase en presence 

25 de [yATP-au 32 P] . 

Deux types de trappeurs ont ete utilises, 
correspondant a 180 et 360 bases complementaires de la 
sequence des amplicons. Les hybridations ont ete realisees 
en presence de concentrations croissantes d 1 amplicons de 

30 cible a 45 °C pendant 2C heures dans une solution 
constitute de SSC 2x concentre, de Denhart 5x concentre, de 
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DNA de sperme de saumon denature a 0,1 mg/ml. 

Des concentrations des amplicons allant de 
0,13 a 13 fmoles ont ete testees, et la quantite fixee a 
ete mesuree en radioact ivite . Rapporte en pourcentage d'ADN 
5 fixe, ceci represente 30% sur le trappeur de 180 bases et 
50% sur le trappeur de 360 bases quelles que soient les 
.concentrations en cible testees. 

Le fait que ce pourcentage soit stable entre 
0,13 et 13 fmoles indique egalement que la quantite de 
10 trappeur n'est pas limitante. 

Exempie 2 : Ef£e£ la longueur du trappeur aur UJQLS 

hybridation simple d'un ADN cible de CMV 

L ' experience a ete realisee pour une 
15 hybridation d' amplicons de 435 paires de base correspondant 

a une sequence de CMV en position 1710 75 du genome (souche 

AD169, reference GENBANK X17403) . 

Cette sequence a ete amplifiee par les 

amorces suivantes : 
20 MIE4 : sens : 5' CCAAGCGGCCTCTGATAACCAAG 

MIES : antisens : 5' CAGCACCATCCTCCTCTTCCTCTGG 

comme decrit par Demmler et al . (J. Infect. Dis., 158, pp; 

1177-1184 (1988)) et marquees au 32 P en utilisant lors de 

1 1 amplification par PCR des dCTP marques au 32 P. Les 
25 trappeurs de 50, 100, 150 et 250 bases ont ete produits par 

PCR et correspondent a la partie 3 ' terminale des 
amplicons . 

L ' hybridation a ete realisee a 60 °C pendant 

2 heures dans une solution de SSC 2x concentre et de 
30 Denhart 5x concennre en presence de 0,1 mg/ml d'ADN de 

sperme de saumon. Une quantite de 13 fmoles d' amplicons 32 P 
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a ete ajoutee a chaque puits. Apres reaction, les puits ont 
ete decouples et la radioactivite mesuree . Les resultats 
montrent que pour les trappeurs de 50, 100, 150 et 250 
bases, on obtient respectivement 0,09; 0,035; 0,53 et 1,55 
5 f moles de sequence cible hybridee . On observe bien un effet 
spectaculaire de la longueur du trappeur sur 1 ' hybridation . 

Exemple 3 : Influence de la longueur du trap peur pour une 

hybridation en sandwich d 1 un ADN cible de 

10 HPV-18 

L' experience a ete realisee pour 
1 ' hybridation d'amplicons de 586 paires de base 
correspondant a une sequence de HPV-18 situee en position 
6193 a 6779 de 1 'ADN viral. Cette sequence a ete amplifiee 

15 par les amorces decrites a l 1 exemple 2. 

Trois types de trappeurs ont ete utilises, 
correspondant a une sequence de 25, 180 et 360 bases 
complement aires de la sequence des ampl icons. 

Les divers trappeurs reconnaissaient la 

20 partie des amplicons situes du cote 3' terminale. Les 
sondes comprenaient soit 360 bases pour 1 ' hybridation sur 
le trappeur de 180 bases, soit 180 bases pour 1 1 hybridation 
sur le trappeur de 360 bases, soit 21 bases pour 
1 ' hybridation sur le trappeur de 25 bases. Elles ont ete 

25 marquees au ^2p par phosphorylation en position 5' 

terminale par la T4 kinase en presence de [ 32 P]ATP. Elles 
correspondaient a l'extremite 5' terminale de la sequence 
cible. Les sondes de 21 bases etaient simple brin, alors 
que les sondes de 180 et 360 bases etaient double brin. Les 
30 hybridations en sandwich ont ete optimalisees en ce qui 
conceme la temperature, la concentration en sels et la 
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concentration en amplicons. En ce qui concerne le trappeur 
de 25 bases, 1 ■ hybridation realisee a 45 °C en presence de 
2,5 f moles d' amplicons pendant 2 heures dans une solution 
de SSC 2x concentree puis apres lavage incube pendant 2 
5 heures avec 15 f moles de sonde marquee au ^ 2 P. On obtient 
une fixation de 0,280 fmoles avec un coefficient de 
variation de 80%. L ' hybridation sur les trappeurs de 180 et 
360 bases s'est faite en une seule etape et dans les 
conditions suivantes : les amplicons ont ete ajoutes 

10 respectivement a raison de 2,5 fmoles en presence de 15 
fmoles de sonde marquee. L ' hybridation s'est deroulee 
pendant 20 heures d ' une solution SSC 2x concentree a 45 °C. 
La quantite de sonde marquee hybridee est de 0,54 fmoles 
pour le trappeur de 180 bases et de 0,69 fmoles pour le 

15 trappeur de 360 bases. La difference de fixation de la 
sonde etait due a un rendement plus eleve de 1 1 hybridation 
de la sequence cible sur le grand trappeur (cf. exemple 2). 

En effet, si 1 1 on rapporte la fixation de la 
sonde marquee par rapport a la quantite de sequence cible 

2 0 trappee, on obtient dans les deux cas un rapport de 0,8. 
Ceci signifie que 80% des sequences cibles hybridees sur la 
sequence capteur ont fixe les sequences marquees. On 
constate done dans cet exemple qu'il est possible 
d'utiliser des sondes de detection marquees, meme double 

25 brin, et d'obtenir un tres bon rendement de leur 
hybridation (80%) . Le facteur limitant pour la formation du 
sandwich dans ces conditions est aiors la longueur de la 
sonde capteur. 
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BXCTPle 4 ; Influence du recouvrement de la sequence 
nucl^otidique cible p ar I'ADN trappeur et 

I 'APN a^adfi PQU r Is rendement de 

I I hybridation (e*<?IUPls dg Mycobacterium 

5 tuberculosis) 

Dans cet exemple, l'ADN extrait de 
Mycobacterium tuberculosis a ete amplifie par sa sequence 
Mt 308 en utilisant les amorces suivantes : 
T2MT3 1 (amorce 5 ■ -3 * ) : 
1 0 GTCGACACGCCTCTGCACGGAAGTCCTT 
DMT3 ' (amorce antisens 5 '-3*) : 
GCTCGACTTCTGGTCACGACGTCCGTCGAA 

Ces amorces ont ete utilisees par Thierry et 
al. (Mol. Cell. Probes, 6, p. 181 (1992)), et permettent 
15 1 1 amplification d'un fragment de 279 paires de base. 

Le trappeur a ete obtenu en utilisant la 
sonde T2MT3 ' phosphorylee en position 5' et une amorce 
antisens SMT5 1 : GGGCATCCGCGAGTTGAAGACCTGAAGTGG . 

Ces deux amorces permettent la production 
20 d'amplicons de 144 paires de base, dont 1 1 un des deux brins 
possede un phosphate en 5'. Celui-ci a servi a fixer le 
trappeur par un brin covalent sur 1' amine des multipuits 
comme explique a 1' exemple 1. 

Deux sondes marquees ont ete realisees, l'une 
25 de 135 paires de base obtenue par 1 ' utilisation d'une 
amorce antisens GSMT5 ' portant une biotine : 

TCATTGGCAACGTTTGCGCCCTGCCTTGGG 
et 1* autre par 1 ' amorce antisens DMT3 1 . L 1 autre sonde etait 
simple brin et portait egalement une biotine : 
30 5' CAGCCACCAAGTCGAGCACTTTGCGGCGGAACTACTCGGG-biotine 3' 

L ■ hybridation sandwich a ete realisee en 
ajoutant dans chaque puits 54 fmoles d'ADN cible amplifie 
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par PCR en presence de 50 ng de sonde de 4 0 bases et de 
25 ng pour la sequence de 135 bases. L ' hybridation a ete 
effectuee pendant 2 heures a 60 °C. 

Apres lavage, le conjugue streptavidine- 
5 kinase a ete ajoute et apres 45 minutes d ' incubation, 
l'activite de la kinase a ete dosee en bioluminescence 
comme decrit dans la demande de brevet WO94/06933. 

La lecture est faite pendant une heure . On 
obtient apres soustraction du blanc une valeur de 1,5 
10 million de RLU (Relative Light Unit) pour la sonde de 40 
bases et de 2,7 millions de RLU pour la sonde de 135 bases. 

Dans cet exemple, la sonde de 13 5 bases etait 
double brin et mise en quantite plus faible. Malgre ces 
deux conditions def avorables , le signal obtenu est presque 
15 deux fois superieur, ce qui indique bien 1 ' importance de 
realiser une grande sonde de detection qui recouvre 
l'entierete de la sequence cible. 



Exemple 5 : Courbe de concentrations en amplicons de CMV 
20 apres hybridation sandwich 

Les amplicons provenant de l'ADN de CMV ont 
ete obtenus a partir d'une PCR realisee avec les amorces 
MIE4 et MIME5 decrites dans 1' exemple 2. Elles permettent 
d'obtenir des amplicons de 435 paires de bases. Les 

25 amplicons ont servi pour realiser la courbe d ' hybridation 
sandwich decrite ci-dessous. Celle-ci a ete realisee sur 
des plaques multipuits sur lesquelles etaient fixes des 
trappeurs complementaires a cette sequence cible et une 
sonde biotinylee de 185 bases produite egalement par PCR. 

30 La taille du trappeur etait de 257 bases. lis ont ete 
produits a partir d'une PCR utilisant des amorces MIE4 
decriues a 1' exemple 3 et MEI-6 dont la sequence etait : 
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GTACAGGGGACTCTGGGGGTGAC 

Le trappeur une fois produit est purifiee sur 
spin colonne G25. 

La fixation covalente du trappeur sur le 
5 polystyrene se fait comme suit : chaque puits contenant 
100 ng de trappeur denature, MIEM 0.01 M pH 7,5, 
carbodiimide 0,2 M. Ces puits sont incubes 5 heures a 
50 °C. Apres incubation, deux lavages avec 200 fil de NaOH 
0,2 N, un lavage a 1 ' eau et un sechage sont realises. Pour 
10 1 ' hybridation, les puits sont denatures avec 200 (il de NaOH 
0,2 N et rinces avec 200 /U de SSC 2x. 

Le volume total d' hybridation par puits est 
de 110 /il, contenant : 

- 50 jil de tampon d' hybridation : SSC 4.4x, Denhart lOx, 
15 ADN de sperme de saumon 200 /ig/ml denature 10 minutes a 

100 °C ; 

- 10 /il de sonde biotinylee a une concentration de 

900 pg/10 /il denaturee 10 minutes a 100 °C ; 

- 50 jul d' ADN cible amplifie par PGR en utilisant deux 
20 amorces MIE4 et MIE5 decrites a 1 ' exemple 3, non purifie 

et denature 10 minutes a 100 °C . Les quantites testees 
vont de 3,5 attomoles a 3500 attomoles. 

L' hybridation dure 2 heures a 70 °C. 

Apres hybridation, les puits sont laves deux 
25 fois avec 200 /il de SSC 0 , lx puis avec 200 /il de tampon 
maleate 100 mM, NaCl 150 mM, Tween 0,3% pH 7,5 durant 15 
minutes . 

Apres ringage avec 200 /il de tampon maleate 
100 mM pH 7,5 contenant NaCl 150 mM et du blocking reagent 
30 1%, 100 til de streptavidme-kinase sont ajoutes. Les puits 
sont rinces avec 400 jil de nampon maleate 100 mM pH 7 , 5 
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contenant NaCl 150 mM, Tween 0,3% pendant 10 minutes puis 3 
fois 5 minutes avec 200 ixl de tampon maleate 100 mM, NaCl 
150 mM, Tween 0,3% pH 7,5. 

L'activite de la kinase est revelee dans du 
5 Tris buffer 20 mM pH 7,75 contenant du DTT 60 fiM, EDTA 
100 /xM, MgCl 2 5 mM, Luciferine 8 ptM, luciferase 6 mU par 
puits KCl 2 0 mM, Phosphoenolpyruvate 1 mM et ADP 3,2 /iM. 
L' emission de lumiere est suivie pendant une heure avec un 
luminometre (Luminoskan, Labsystem, Finlande) et les 
10 resultats sont exprimes en RLU.min. 



gxempie 6 : Hybridation fljfjEerentieUe fl'un. petit et ti'un 

l on g brig d'A PN aya nt une partie de as 

sequence identiq ue 

15 Lors de certaines amplifications comme la 

CPR, les sondes de depart marquees sont grandes et sont 
coupees en deux morceaux qu'il faut pouvoir detecter et 
mesurer. Le probleme est done de pouvoir mesurer par 
hybridation une petite sonde en presence de sa sequence 

20 mere qui est plus grande . Les inventeurs ont choisi dans 
cet exemple une sequence mere (OL1) biotinylee de 4 0 bases 
qui ont la sequence suivante : 

5 1 CCGCGACTATCCCTCTGTCCTCAGTAATTGTGGCTGAGAA 3 ' 

Cette sequence correspond a une sequence 

25 specifique du genome de CMV situee sur le "Major Immediate 
Early Gene" (Akrigg et al., Virus Res. 2, p. 107). Les 
inventeurs ont voulu detecter une sonde biotinylee (OL2) 
correspondant aux 2 0 premieres bases de cette sonde en 
presence de la sequence mere (OLD - Le trappeur etait 

30 constitue d 1 un oligonucleotide de 20 bases complement aires 
a la sonde OL2 et termmee par un groupement phosphate en 
5'. Ce trappeur a ete fixe sur les multipuits amines par 
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reaction covalente. 

Dans 1 1 experience suivante, 100 f moles de 

deux des sequences biotinylees OL1 ou OL2 ont ete mcubes 

pendant 2 heures a 45 °C dans une solution de SSC 0 , 5x 
5 concentree (soit 75 mM NaCl et 7,5 mM de nitrate de Na) . 
Apres 1 ' hybridation/ les puits ont ete laves par une 
solution de SSC 0 , lx concentre a 45 °C . Apres quatre 
lavages, les puits sont incubes avec le conjugue 
streptavidine-kinase et sa fixation est estimee par la 

10 mesure de l'activite kinase en bioluminescence . Dans ces 
conditions, les puits ayant le grand fragment (OLA) 
montraient une RLU x min de 9 alors que les petits 
fragments montraient une RLU x min de 210. La presence sur 
OL1 d'une sequence de 2 0 nucleotides supplementaires sur 

15 OL1 situes du cote 5' par rapport a 0L2 , c'est-a-dire du 
cote du plastique, destabilise done fortement 1 ' hybridation 
de cette sonde sur le trappeur. 



Exemple 7 : Mesure de la q^ an^i te dVADN cible e£ d£ 

2 0 standard par hybridation sandwich et mesures 

en spec trophotome trie 

L'ADN cible a mesurer consiste en un 
oligonucleotide double brin de 314 paires de bases 
correspondant a la position 171193 du genome du CMV (souche 

25 10169, reference GENBANK X17403) . 

Le standard interne consiste en un 
oligonucleotide double brin de 314 paires de bases dont la 
sequence en nucleotides esz identique a celle de 1 ' ADN 
cible a mesurer excepte pour les 40 nucleotides allant de 

30 3217 a 3256 qui constituent une sequence aleatoire mais 
dont le pourcentage en GC est similaire a celui de 1 ' ADN 
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La composition de ces nucleotides est 
presentee a la figure 5. Ces nucleotides sont d'abord 
chauffes a 100 °C pendant 10 min puis incubes en 
5 concentration croissante dans des puits auxquels ont ete 
fixes des sondes capteurs de 1 1 invention et correspondant a 
une partie de la sequence commune et fournis par Lambdatech 
(Namur-Belgium) . La solution d' hybridation de 0,06 ml par 
puit contient une solution SSC 2 fois concentree, du 

10 Denhardt 5 fois concentre, 100 /zg/ml d'ADN de sperme de 
saumon denature et 50 ng de sonde biotinylee de 
40 nucleotides simple brin correspondant soit a la sequence 
complementaire de 1'ADN cible, soit a celle de l'ADN 
standard presentee a la figure 7. A ces 60 /il on ajoute 

15 40 /il d'ADN cible ou standard. L' hybridation se deroule a 

70 °C pendant 2 heures. 

Apres hybridation, les puits sont laves 1 
fois avec 0,2 ml de solution SSC 0,1 fois, puis une fois 
avec 0,2 ml de tampon maleate pH 7,5 contenant 0,15 M NaCl 

20 et du Tween 0,3 % et enfin avec du tampon Maleate pK 7,5 
NaCl 0,15 M et contenant 1 % de poudre de lait . 

Un conjugue streptavidine-peroxydase est 
ajoute dans 0 , 1 ml a une dilution 1/1000 comme recommande 
par le fournisseur (BIOSOURCE - Fleurus - Belgique) puis 

25 laves 3 fois avec 0,2 ml de tampon Maleate 0,1 M pH 7,5 
contenant 0,15 M NaCl et 0,3 % de Tween puis 1 fois avec 
une solution de glycine 500 mM pH 7 , 7 contenant du KC1 100 
mM et MgCl 2 lM. 

L'activite de la percxydase est mesuree par 
3 0 l'cxydaticn du TMB en presence d'H202 dans un 1,1 ml de 
tampon acecate - citrate 0,2 M pH 7,5. 
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Apres 10 min de reaction, 0,22 ml d'une 
solution de H2SO4 1,2 M est ajoute a chaque puits et la 
densite optique est mesuree a 450 mM. Les resultats de 
l'exemple sont presentes a la figure 8. 

5 

ExCTPlQ 8 : Mesure de la ouantite d'ADN cible de CMV pa r 

Utilisation d / un standard exte me p ar 

hybridation sandwich apres amplific ation p ar 
PCR 

10 De l'ADN du virus de CMV contenu dans un 

plasmide dont on connaissait le nombre de copies a ete 
place en concentrations croissantes dans les tubes pour la 
PCR. Parallelement , on prepare des tubes contenant des 
concentrations croissantes de standard externe tel que 

15 defini a la figure 5. Tous les tubes ont subi une PCR de 40 
cycles en utilisant des amorces correspondant a la sequence 
3191-3217 et 3504-3481 du gene de CMV (figure 5) . La PCR 
demarre par 1 passage 3 min a 94 °C et se poursuit avec 
40 cycles definis comme suit : 

20 Chaque cycle de PCR comprenait une 

temperature de denaturation a 94 °C pendant 3 0 sec, une 
periode d' appariement des amorces a 65 °C pendant 30 sec et 
une polymerisation de 3 0 sec a 72 °C. La solution de PCR de 
0,1 ml comprenait 100 pmoles de chacun des 2 amorces, 200 
25 mM des divers dNTP et 2,5 U de Taq DNA polymerase dans un 
tampon TRIS-HCl 10 mM pH 8,4 avec MgCl 2 1,5 mM et KCl 
50 mM, DMSO 2 %. A la fin des 40 cycles, les tubes PCR 

passent 10 mm a 72 °C. 

Apres amplification, 0,04 mi de la solution 
30 fut prelevee afin de real iser 1' hybridation sandwich sur la 
sonde trappeur fixee sur les muitipuics commune aux deux 
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amplicons. La presence d' amplicons cible et d' amplicons 
standard fut mise en evidence grace a une sonde de 4 0 bases 
biotinylee specifique de chacune des 2 sequences (figure 
5) . 

5 La realisation s'est faite en utilisant un 

conjugue streptavidine-kinase et en mesurant l'activite de 
la kinase bioluminescence . Les conditions experimentales 
pour 1 ' hybridation et la revelation sont celles de 
l'exemple 7 mais en utilisant un conjugue streptavidine- 

10 kinase qui permet la production de lumiere en presence de 
luciferase comme decrit dans la demande de brevet 
WO94/06933. Les resultats obtenus sont presentes a la 
figure 9. Chaque point represente la moyenne de 3 mesures . 
On remarque une correlation entre le nombre de copies de 

15 depart et le signal obtenu. De plus, les courbes obtenues 
pour la cible et le standard sont tres proches, ce qui 
permet d'utiliser la courbe du standard comme reference 
pour determiner le nombre de copies du DNA cible CMV dans 
1 ' echantillon de depart. 

20 

Exempie 9 : Mesure de la quantite d'APN cible de cmv par 
utilisation d # un standard interne par 
hybridation sandwich apres amplification par 
PCR 

25 Afin de valider la methode de mesure d'un ADN 

cible dans un echantillon en utilisant un standard interne 
et une amplification par PCR comme schematisee a la figure 
7 , on etablit une courbe de standardisation de la maniere 
suivante . 

30 Dans chacun des tubes one ete ajoutees des 

quantites croissantes d'un plasmide concenant une partie du 
genome du virus CMV et une quant ice Constance de scandard 
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interne soit equivalent a 1 000 copies. Les quant ites d' ADN 
cible CMV correspondaient a 30, 100, 300, 1 000, 3 000, 10 
000, 30 000, 100 000, 300 000, et 1 million de copies. 

La composition du standard interne est donnee 
5 a la figure 5. Chaque tube a ete soumis a une amplification 
par 40 cycles de PCR dans les conditions presentees a 
l'exemple 15 en utilisant les amorces correspondant a la 
sequence 3191-3217 et 3504-3481 du gene de CMV (figure 5) . 
Apres amplification, on obtient done des amplicons de 314 

10 paires de bases correspondant au cible CMV et au standard. 
De chacune des solutions de PCR, 0,04 ml sont preleves et 
incubes dans 2 puits contenant un trappeur identique pour 
les sequences communes' des 2 amplicons. Dans l'un des 
puits, est ajoute la sonde biotinylee de 40 bases 

15 specif ique du cible CMV et dans 1' autre la sonde biotinylee 
de 40 bases specifique du standard. 

Apres hybridation sandwich, un conjugue 
streptavidine-peroxydase est ajoute a chaque tube et 
l'activite de la peroxydase mesuree comme dans l'exemple 7 

20 par la mesure de la densite optique (D.O.) correspondant a 
l'absorbance du produit de reaction de la peroxydase 
(figure 10) . Pour chaque PCR, le rapport entre la D.O. 
correspondant a la detection des amplicons cibles et celle 
correspondant a la detection des amplicons standards est 

25 determine et porte en fonction du nombre de copies de CMV 
present au depart de 1 ' experience . Les resultats sont 
presentes a la figure 11 en echelle logarithmique afin de 
couvrir 1' ensemble des concentrations. Chacun des points 
represente la moyenne de 3 experiences. On observe une tres 

30 bonne lineante avec un coefficient de regression de 0,97 
pour la droite, ce qui signifie la possibility de 
determiner la quantite de CMV cible dans un echanuillcn de 
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depart allant de 30 a 1 million de copies. 

Exemple 10 : Independance du nombre de cycles de PCR pour 

la megurg iiun adn gible cmv p ar 

5 utilisation &Luu standard interne fii 

hybr idation gan < fr*i c h 

Cette experience a ete realisee 
essentiellement selon 1' exemple 9 et le schema de la figure 
7, c'est-a-dire en utilisant au depart un echantillon 

10 contenant 100 000 copies d'ADN de CMV dilue de 10 en 10 
fois et auquel nous avons ajoute 1 000 copies de standard. 
Chacun de ces tubes a ete soumis a une PCR comme dans 
1' exemple 5 excepte que certains tubes ont ete arretes 
apres 25, 30, 35, ou 40 cycles de PCR. Apres la PCR, les 

15 amplicons ont ete utilises pour une hybridation sandwich 
sur un meme trappeur mais avec soit une sonde biotinylee 
specif ique du CMV cible ou du standard. La revelation s'est 
faite en bioluminescence en utilisant un conjugue 
streptavidine-kinase et mesure de la lumiere emise par la 

20 lucif erase. 

Le rapport des signaux lumineux (RLU) . emis 
par les puits utilisant la sonde du cible et ceux utilisant 
la sonde standard ont ete portes en fonction de la dilution 
du cible de depart (figure 12) . Pour une meme PCR, on 

25 observe la linearite des 4 points, ce qui signifie la 
detection possible dans ce cas du CMV cible entre 100 et 
100 000 copies. Cette linearite est retrouvee pour les 4 
PCR comprenant 25-30-35 ou 40 cycles, ce qui signifie 
1 ' independance de cette quantification par rapport au 

30 nombre de cycles d ' amplification de la PCR. 
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Exemple 11 : Mesur? de la quantity djLAgN cifrle — et — dg 

standard par hybridation sandwich 

L'ARN cible a mesurer consiste en un acide 
nucleique simple brin de 267 bases correspondant a la 
5 sequence nucleot idique allant de 4235 a 4481 du gene de la 
polymerase (Pol) du virus du Sida (HIV) (numerotation de 
HIV-LAI : Los Alamos HIV data bank ACK02013) . 

Le standard consiste en un acide nucleique 
simple brin ARN dont la composition en nucleotides est 

10 identique a celle de l'ARN cible a mesurer a 1' exception de 
38 nucleotides allant de la position 4367 a 4404, 
constituant une sequence aleatoire dont le pourcentage en 
GC est similaire a celui de l'ARN cible. La composition de 
ces ARN est presentee a la figure 8. 

15 Le standard ARN est prepare par transcription 

in vitro a partir d'un plasmide possedant en 5' le 
promoteur d'une ARN polymerase et en 3 ' d'une sequence poly 
A. Apres purification et quantification de ce dernier, un 
nombre de copies croissant de standard ARN est place dans 

20 chaque tube en presence d'une quantite fixe d ' ARN cible. 

Chaque tube est soumis a une premiere etape 
de transcription inverse (AMV-RT, Avian Myeloblastosis 
Virus) pour la synthese du premier brin ADN (amorce 4481- 
4501) et dans une seconde etape a la synthese du second 

25 brin d'ADNc ainsi que 1 ' amplification de 1 ' ADN (Tfl ADN 
polymerase Thermus flavius; System Access RT-PCR Promega) 
(amorces 4235-4256; 4481-4501). Un tampon de reaction 
optimalise pour les deux etapes simplifie la procedure et 
reduit le risque de contamination. 

30 La procedure d' amplification comprend dans 

une premiere etape la transcription inverse a 48 °C pendant 
50 mm, suivie d'une etape d ' mact lvat ion de 1 ' AMV-RT et de 
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la denaturation des hybrides ARN/ADNc a 94 °C pendant 2 
min. Ensuite, la synthese du second brin d'ADNc et la PCR 
sont realisees par une amplification de 40 cycles 
comprenant chacun une denaturation a 94 °C pendant 3 0 sec, 
5 un appariement des amorces a 50 °C pendant 3 0 sec et une 
etape d' extension a 72 °C pjendant 30 sec. La reaction de 
RT-PCR se deroule dans 50 /xl de solution comprenant en 
concentration finale 1 fiM de chacune des 2 amorces, 0,2 mM 
de dNTPs, tampon de reaction AMV/Tfl, 1 mM MgS0 4 , 0,1 u//il 

10 AMV-RT et 0,1 u//zl Tfl ADN polymerase. 

Apres amplification, 1 ' hybridation sandwich 
est realisee sur la .sonde trappeur commune aux deux 
amplicons fixee sur les multipuits. La presence d'amplicons 
cibles et standards fut mise en evidence grace a une sonde 

15 de 3 8 bases biotinylee et specif ique de chacune des 2 
sequences. La revelation est faite en bioluminescence en 
utilisant un conjugue streptavidine-kinase et mesure de la 
lumiere emise par la luciferase (cfr. exemple 11) . 

Les resultats d'une telle experience dans 

20 laquelle 3 concentrations differentes de standards internes 
de 10 10 , 10 8 , et 10 6 copies ont ete ajoutees a une 
concentration fixe de 10 8 copies d'ARN de HIV cible sont 
montres a la figure 13 . 



25 
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REVINDICATIONS 

1- Precede de detection et/ou de 
quantification d 1 une sequence nucleotidique cible (2) 
presente dans un echantillon biologique caracterise en ce 
5 qu'il comprend une mise en contact de type "sandwich" de la 
sequence nucleotidique cible (2) avec une sequence 
nucleotidique monobrin trappeur (5) fixee sur un support 
solide insoluble (3) et complementaire d 1 une partie (7) de 
ladite sequence nucleotidique cible (2) et avec une ou 

10 plusieurs sequences (6, 11) nucleot idiques dont au moins 
une est marquee (6) , la ou lesdites sequences 
nucleot idiques (6, 11) etant complementaires d'une autre 
partie (8) de la sequence nucleotidique cible (2) ; en ce 
que la sequence nucleotidique trappeur (5) est fixee de 

15 maniere covalente par l'une de ses extremites sur le 
support solide (3), comporte un longueur comprise entre 50 
et 500 bases; et en ce qu ' une partie (10) de la sequence 
nucleotidique trappeur (5) qui ne s'hybride pas avec la 
partie (7) de la sequence nucleotidique cible (2) est 

20 inferieure a 60 bases, de preference inferieure a 40 bases, 
plus particulierement inferieure a 20 bases. 

2. Procede selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que la longueur de la sequence 
nucleotidique trappeur (5) est comprise entre 100 et 300 

25 bases, de preference entre 120 et 250 bases. 

3, Procede selon la revendication 1 ou 2 , 
caracterise en ce que le rendement d ' hybridation de la 
sequence nucleotidique cible (2) sur la sequence 
nucleotidique trappeur (5) est superieur a 40%. 

3 0 4. Procede selon 1 * une quelconque des 

revendicacions precedent es , caracterise en ce qu 1 une partie 
(13) de la sequence nucleotidique cible ne s'hybridant pas 
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avec la sequence nucleotidique trappeur (5) et avec la ou 
les sequences nucleot idiques marquees (6) ou non (11) est 
inferieure a 60 bases, de preference inferieure a 40 bases. 

5. Procede selon 1 ' une quelconque des 
5 revendications precedentes, caracterise en ce que le 
support solide (3) est un support choisi parmi le groupe 
constitue par des tubes, des filtres, des billes, 
eventuellement magnetiques, des plaques de multipuits ou un 
melange d'entre eux. 

10 6. Procede selon 1 ' une quelconque des 

revendications precedentes, caracterise en ce que la 
sequence nucleotidique cible (2) est un amplicon resultant 
d'une amplification * prealable par un procede 
d ' amplification genetique, de preference choisi parmi le 

15 groupe constitue par la PCR, la LCR, la CPR, la NASBA ou 
1 ■ ICR . 

7. Procede selon la revendicat ion 6, 
caracterise en ce que la partie terminale 5' (9) de la 
sequence cible (2) non recouverte par la ou les sequences 

20 nucleotidiques marquees (6) est recouverte par une sequence 
primer (12) utilisee pour son amplification. 

8. Procede selon 1 ' une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
comporte egalement une mise en contact de type sandwich 

25 d'une sequence nucleotidique standard (1) dans les memes 
conditions que les sequences nucleotidiques cibles (2) a 
detecter et/ou quantifier et comporte une etape 
supplemencaire de quantification du rapport entre le 
marquage specif ique de la sequence nucleotidique cible (2) 

30 et le marquage specifique de la sequence nucleotidique 
standard ( 1 ) . 
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9. Procede selon la revendicat ion 8, 
caracterise en ce qu'il comporte egalement une etape d'une 
preparation d'une quantite connue d'une sequence 
nucleotidique standard (1) possedant au moins une partie 

5 commune (A) a la sequence nucleot idique cible (2) et une 
partie specif ique (B) dont la sequence est differente, et 
possede un contenu en bases GC/AT proche, de preference 
identique, a la sequence d'une partie specif ique (B) de la 
sequence nucleot idique cible (2) , une extraction eventuelle 

10 de la sequence nucleotidique cible (2) a quantifier de 
1 ' echantillon biologique et une mise en contact de type 
"sandwich" des sequences nucleot idiques cible (2) et 
standard (1) avec des sequences nucleot idiques trappeur (5) 
complementaires de la partie commune (A) de ces deux 

15 sequences (1, 2) et avec des sequences nucleot idiques 
marquees (6) complementaires soit de la partie specifique 
(B) de la sequence nucleotidique cible (2) , soit de la 
partie specifique (B) de la sequence nucleotidique standard 
(1) , et une quantification entre le marquage specifique de 

20 la sequence nucleotidique cible (2) et le marquage 
specifique de la sequence nucleotidique standard (1) . 

10. Procede selon I 1 une quelconque des 
revendicat ions precedentes, caracterise en ce que 
1 * hybridation sandwich s'effectue en deux etapes . 

25 11. Procede selon l'une quelconque des 

revendicat ions precedentes, caracterise en ce que la 
fixation de la sequence nucleotidique trappeur (5) sur le 
support sciide (3) s'effectue par un phosphate 5' terminal 
sur une f once ion amine du support solide (3) par reaction 

30 avec du carbodi imide . 

12. Procede selon 1 1 une quelconque des 
revindications precedentes, caracterise en ce que la 
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sequence nucleot idique cible (2) est un ADN. 

13. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 11, caracterise en ce que la sequence 
nucleotidique cible est un ARN. 
5 14. Trousse de detection et/ou de 

quantification par hybridation de type "sandwich" d'une 
sequence nucleotidique cible (2) comprenant une sequence 
nucleotidique trappeur (5) fixee sur un support solide 
insoluble (3) et complementaire d'une partie (7) de ladite 

10 sequence nucleotidique cible (2) et au moins une sequence 
nucleotidique marquee (6) complementaire d'une autre partie 
(8) de la sequence nucleotidique cible (2) , caracterisee en 
ce que ladite sequence nucleotidique trappeur (5) est fixee 
de maniere covalente par l'une de ses extremites sur le 

15 support solide (3) et comport e une longueur comprise entre 
50 et 500 bases et en ce que la partie (10) de la sequence 
nucleotidique trappeur (5) qui ne s'hybride pas avec une 
partie (7) complementaire de la sequence nucleotidique 
cible (2) est inferieure a 60 bases, de preference 

20 inferieure a 40 bases, plus particulierement inferieure a 
20 bases. 

15. Trousse selon la revendicat ion 14, 
caracterisee en ce que la longueur de la sequence 
nucleotidique trappeur (5) est comprise entre 100 et 300 

25 bases, de preference entre 120 et 250 bases. 

16. Trousse selon la revendicat ion 14 ou 15, 
caracterisee en ce que le support solide (3) est un support 
solide insoluble choisi parmi le groupe constitue par des 
tubes, des f litres, des bilies, eventuellement magnet iques , 

30 des plaques de multipuits ou un melange d' entre eux. 

17. Trousse selon l'une quelconque des 
rev endica-ions 14 a 16, caracterisee en ce qu'elie comporte 
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une sequence nucleotidique standard (1) . 

18. Trousse selon l'une quelconque des 
revendications 14 a 17, caracterisee en ce que la sequence 
nucleot idique standard (1) possede au moins une partie 
5 commune (A) a la sequence nucleotidique cible (2) a 
quantifier et une partie specifique (B) dont la sequence 
est differente et possede un contenu en base GC/AT proche, 
de preference identique, a la partie specifique (B) de la 
sequence nucleotidique cible (2) a quantifier. 
10 19. Trousse selon l'une quelconque des 

revendications 14 a 18, caracterisee en ce que la sequence 
nucleotidique trappeur (5) est fixee par un phosphate 5' 
terminal sur une f one t ion amine du support solide (3) par 
reaction avec du carbodiimide . 

15 
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FIG. 4 



WO 98/11253 



PCTYBE97/00102 




WO 98/11253 3/12 PCT/BE97/00102 



O 




000L * iuu QSfr 'O'Q 



WO 98/11253 



PCT/BE97/00102 




WO 98/11253 



PCT7BE97/00102 




s 



CQ 

\ 



m 



< 

< 
a 
u 
< 
u 
u 
< 
a 
u 

u 
o 
< 

< 
u 

D 

u 
a 

ID 

< 
< 
u 

D 
< 

a 

U 

< 
Q 
U 
U 

u 



U3 

u 
o 



< 
o 
a 
a 
o 
< 
u 
a 

D 
O 
< 

< 

a 
o 
u 
o 
a 
u 

D 
< 

a 
o 

8 

O 

a 
< 
< 
< 
< 
a 
< 

si 



IT) 



m 

^I'- 



ve 
H 

CL4 



u 

OS 

o 



WO 98/1 1253 



PCT/BE97/0O102 



6/12 



II 
II 
II 

Standard (S) ADN cible (T) 
x 10 6 x 10 6 x 10 6 x 10 6 



A 



3hv 




n 



1 ) Composition de 1 1 echantillon 

_ T 
rapport -g- = 3 



2) Amplification par PCR 

T 

rapport des amplicons s 3 



3) Fixation sur la sonde capteur 



rapport des amplicons captures — = 3 




Ti 



4 ) Fixation de sondes specif iques 
— • T probes, 5 probes 



rapport des sondes de detection speciflques ~ = 3 



hv 



5) Detection des sondes marquees 




> 



rapport des signaux -g- = 3 



FIG. 7 



WO 98/11253 



PCT7BE97/00102 



7/12 
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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log dilution cible 
FIG. 12a 



35 cycles 




log dilution cible 
FIG. 12c 
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log dilution cible 



FIG. 12b 

40 cycles 




log dilution cible 
FIG. 12d 
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